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AutoLPC – funkcija LPC (angl. Laser Pressure Catapulting) je ena od možnih 
avtomatiziranih funkcij pri sistemu PALM MicroBeam, ki omogoča katapultiranje izbrane 
regije. 
 
CloseCut – avtomatizirana funkcija pri sistemu PALM MicroBeam, ki omogoča 
avtomatizirano rezanje predhodno določene regije. 
 
In vitro – besedna zveza, ki se nanaša na postopke in poskuse, ki potekajo v nadzorovanem 
okolju zunaj živega organizma. 
 
In vivo – besedna zveza, ki se nanaša na postopke in poskuse, ki potekajo v živem organizmu. 
 
PALM MicroBeam – sistem za lasersko mikrodisekcijo, sestavljen iz svetlobnega 
mikroskopa in UV-laserja (Carl Zeiss Microscopy, Nemčija).  
 
Tyndallov pojav (tudi Tyndallovo sipanje) – prožno sipanje svetlobe zaradi koloidnih delcev 
ali delcev v suspenziji. Podoben je Rayleighovemu sipanju, saj je moč sipane svetlobe 
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Poznavanje mehanizmov, ki so odgovorni za fenotipsko raznolikost, je ključno za 
razumevanje evolucije različnih morfoloških znakov. Med pomembne fenotipske znake 
uvrščamo tudi pigmentni vzorec, ki predstavlja klasični sistem za študije osnovnih 
mehanizmov morfogeneze, diferenciacije in nastanka vzorca. Veliko živali ima značilne 
pigmentne vzorce, ki jih tvorijo v koži specifično razporejene pigmentne celice oziroma 
kromatofore. Pri ribah so ti pigmentni vzorci zelo raznoliki in igrajo pomembno vlogo pri 
prepoznavi in izbiri partnerja, pri izogibanju pred plenilcem, idr. (Parichy, 2006). Na veliko 
raznovrstnost barv in barvnih vzorcev pri ribah iz podrazreda Teleostei vplivajo podvojene 
kopije genov, pa tudi vsaj štirje tipi različnih pigmentnih celic (kromatofor): melanofore 
(vsebujejo pigment melanin, črne do rjave barve), ksantofore (pigment pteridin, rumene do 
oranžne barve), iridofore (vsebujejo brezbarvne gvaninske kristale, lesketajoče) in eritrofore 
(pigmenti karotenoidi, rdeče barve) (Braasch in sod., 2007). Poleg tega je lahko obarvanost 
uravnavana tudi s kopičenjem in razpršitvijo pigmentnih granul v kromatoforah (Fujii, 
1993). Prav zaradi vseh omenjenih razlogov so raznoliki pigmentni vzorci in obarvanost pri 
odraslih primerkih nekaterih vrst rib že vrsto let izziv pri številnih genetskih in razvojnih 
analizah (Braasch in sod., 2007).  
 
Med postrvmi (Salmonidae) je prisotna velika medvrstna spremenljivost v barvi in 
pigmentnih vzorcih, hkrati pa je njihova obarvanost do danes slabo raziskana. Za razlago 
genetskega ozadja postopka obarvanja in nastanka pigmentnega vzorca pri postrvih smo 
izbrali soško postrv (Salmo marmoratus) zaradi njenega izstopajočega marmoriranega 
vzorca. Podoben marmoriran oziroma labirinten vzorec je značilen tudi za populacijo 
potočne postrvi (S. trutta), ki naseljuje reko Otro na Norveškem (Skaala in Solberg, 1997), 
opazili so ga pri med-rodovnih križancih Salmonidov (npr. S. trutta X Salvelinus fontinalis; 
Miyazawa in sod., 2010), pri cebrici (mutant Cx41.8M7, Watanabe in Kondo, 2012; deloma 
tudi pri mutantu jaguar/obelix, Iwashita in sod., 2006), pri vrsti Takifugu exascurus, pa tudi 
drugih vrstah rib in drugih vretenčarjih. Od vseh omenjenih primerov je mehanizem nastanka 
marmoriranega vzorca deloma pojasnjen samo pri mutantih cebrice. Prav zato bi lahko bilo 
razumevanje nastanka pigmentnega vzorca pri soški postrvi pomembno tudi za poznavanje 
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1.1 RAZISKOVALNI CILJI IN HIPOTEZE 
Osrednji namen raziskovalne naloge je odkriti genetsko in celično ozadje, ki vodi v nastanek 
marmoriranega vzorca pri soški postrvi. Študija bi lahko v veliki meri prispevala k 
razumevanju nastanka pigmentnih vzorcev tudi pri drugih vrstah, tako rib kot ostalih 
vretenčarjev. 
 
Doktorska disertacija temelji na naslednjih hipotezah: 
- Organizacija pigmentnih celic v usnjici se med soško in potočno postrvjo razlikuje, 
kar nakazuje na različno interakcijo med pigmentnimi celicami pri obeh vrstah. 
 
- Marmoriran vzorec je posledica vsaj enega od sledečih dejavnikov:  
      a) različne ravni izražanja kandidatnih genov 
      b) polimorfizmov v genih, ki so vključeni v celično interakcijo (npr. geni za proteine 
v presledkovnih stikih, ionskih kanalih itd.) 
 
- Pri križancih med soško in potočno postrvjo je jasno nakazana povezava med 
pigmentnim vzorcem in izražanjem kandidatnih genov. 
 
- Za nastanek marmoriranega vzorca je pri soški postrvi in potočni postrvi iz reke Otre 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 PIGMENTACIJA V ŽIVALSKEM SVETU  
Pigmentacija v živalskem svetu bistveno vpliva na številne življenjsko pomembne funkcije, 
hkrati pa organizmom, ki barve zaznajo, pomeni način sporazumevanja in zaznavanja 
okolice. Mednje spadamo tudi ljudje, ki obarvanost pri živalih raziskujemo že desetletja, saj 
zaradi velike raznolikosti in možnosti kvantifikacije predstavlja pomemben raziskovalni 
sistem. 
 
Obarvanost oziroma pigmentni vzorci se zelo hitro spreminjajo in razvijajo, kar vodi do 
velikih fenotipskih razlik med vrstami znotraj istega rodu, lahko pa tudi do velike podobnosti 
med evolucijsko oddaljenimi taksoni. Prav zato so raznoliki pigmentni vzorci odličen sistem 
za študij evolucije, saj so pod vplivom naravne selekcije. Obarvanost oziroma pigmentni 
vzorci so bili tako vir zanimanja raziskovalcev že od začetka moderne biologije. V 19. 
stoletju so prvi evolucijski biologi skušali razložiti pestrost barv, ki so jih zaznali kot rezultat 
naravne selekcije (Darwin, 1871, cit. po Singh in Nusslein-Volhard, 2015). V 20. stoletju so 
barvne fenotipe določali z genetskimi označevalci, te raziskave pa so pripomogle k našemu 
razumevanju razvoja, genetike in evolucije. V zadnjih dveh desetletjih je zaradi 
tehnološkega napredka in razvoja metod, s katerimi lahko raziskujemo različne vidike 
pigmentacije (spektrofotometrija, digitalna fotografija, razvoj kognitivne nevroznanosti, 
novih laboratorijskih in terenskih metod, visoko zmogljivostnih metod sekvenciranja idr.), 
področje doživelo izjemen razvoj (Cuthill in sod., 2017).  
 
Čeprav so barve in njihova raznolikost prva lastnost, ki jo zaznamo, so prav tako zanimivi 
in raznoliki pigmentni vzorci, ki jih najdemo v koži živali. Ti vzorci so odvisni od položaja 
pigmentnih celic, kromatofor, ki sintetizirajo ali akumulirajo pigmente ali kristalne strukture 
(Kelsh, 2004). Vse kromatofore pri vretenčarjih (razen melanociti v očesni mrežnici) izvirajo 
iz celic nevralnega grebena, multipotentnih embrionalnih celic, iz katerih se razvijejo tudi 
drugi celični tipi (nevroni in celice glija perifernega živčnega sistema) in elementi 
kraniofacialnega skeleta (Le Douarin in Kalcheim, 1999, cit. po Ceinos in sod., 2015). 
 
Sesalci in ptiči imajo samo en tip kromatofor, ki jim pravimo melanocite in proizvajajo 
evmelanin, melaninski pigment, ki generira črno, rjavo ali sivo barvo, in feomelanin, rumeno 
do rdeče obarvan pigment. V melanocitih poteka sinteza teh dveh pigmentov pod nadzorom 
dveh glavnih lokusov, extension in agouti. Gen extension (mc1r) kodira receptor za alfa 
melanocite stimulirajoč hormon (α-Msh) imenovan melanokortinski receptor 1 (Mc1r), ki 
stimulira sintezo evmelanina (Robbins in sod. 1993). Protein Agouti, ki ga imenujemo tudi 
agouti-signalizirajoči protein (Asip), je kodiran na agouti (asip) lokusu in ima nasprotujoč 
učinek Msh in Mc1r, kar se kaže v inhibiciji evmelaninske sinteze in preklopom na 
feomelaninsko sintezo (Michaud in sod., 1993; Miller in sod., 1993). Raven feomelaninske 
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in evmelaninske proizvodnje ter distribucija teh pigmentov se odražata v pigmentnih vzorcih 
pri sesalcih. Pri ptičih, ki so najbolj raznoliki med skupinami živali, pri katerih obarvanost 
temelji na obarvanosti z melaninom, koža prav tako vsebuje evmelanin in feomelanin, perje 
pa še karotenoide in porfirine, medtem ko je večina drugih barv posledica strukturiranosti 
perja (Galván in Solano, 2016).  
 
Raznolikost in kompleksnost pigmentnih vzorcev je veliko večja pri ribah, saj te vsebujejo 
do šest različnih tipov kromatofor z različnimi pigmenti in kemičnimi snovmi. Splošno 
priznano je, da melanofore pri ribah sintetizirajo samo evmelanin, kajti do danes pri ribah še 
niso našli feomelanina (Braasch in sod., 2009a, 2009b; Fujii, 1993). Ksantofore in eritrofore 
vsebujejo pteridinske in/ali karotenoidne pigmente (Schartl in sod., 2015). Iridofore in 
leukofore vsebujejo kristalne vključke, sestavljene iz purinov, predvsem gvanina, ki so 
odgovorni za odboj svetlobe (Fujii, 1993). Modre cianofore pa vsebujejo pigmentne 
organele, katerih kemična struktura je še nepoznana (Goda in Fujii, 1995; Schartl in sod., 
2015).  
 
Tako velika raznolikost pigmentnih vzorcev je najverjetneje prisotna tudi zaradi velikega 
števila pigmentnih genov pri ribah, predvsem iz podrazreda Teleostei, kar je posledica 
podvajanja genov kot posledica podvojenega genoma pri ribah iz podrazreda Teleostei (angl. 
teleost-specific genome duplication (TGD)) (Braasch in sod., 2007, 2009a, 2009b). 
2.1.1 Dorzo-ventralno senčenje kože 
Eden izmed evolucijsko starejših sistemov obarvanja pri vretenčarjih je dorzo-ventralno 
senčenje. Pri sesalcih je dorzo-ventralno senčenje posledica uravnavanja izražanja gena asip 
in posledične modifikacije melaninskega tipa v diferenciranih melanocitah. Raznolika 
uporaba alternativnih promotorjev uravnava prostorsko in časovno izražanje gena asip, ki 
kontrolira sintezo evmelanina v razmerju s feomelaninom. Konstantno izražanje proteina 
Asip v ventralni regiji je tako odločilno za dorzo-ventralno obarvanje, kjer je ventralni del 
svetel (feomelanin), dorzalni pa temen (evmelanin) (Millar in sod.,1995; Vrieling in sod., 
1994).   
 
Pri poikilotermnih oziroma hladnokrvnih organizmih, vključno z ribami, je dorzo-ventralno 
senčenje vzpostavljeno drugače kot pri sesalcih. Pri ribah mehanizem vključuje drugačno 
distribucijo različnih tipov kromatofor; dorzalno so večinoma kromatofore, ki svetlobo 
absorbirajo (melanofore), ventralno pa tiste, ki svetlobo odbijajo (iridofore) (Bagnara in 
Matsumoto, 2007, cit. po Braasch in sod., 2009a). Rezultati poskusov govorijo v prid 
hipotezi, da je dorzo-ventralna pigmentacija rezultat interakcije dveh faktorjev, 
melanizacijsko inhibitornega faktorja (Mif) in α-melanocite stimulirajočega hormona (α-
Msh). Faktor Mif je prisoten v koži in na ventralni strani telesa zniža število melanofor, na 
dorzalni pa število iridofor (Zuasti, 2002). Raziskovalci sklepajo, da je neokarakteriziran 
Djurdjevič I. Transkriptomska analiza in celično ozadje … vzorca pri soški postrvi (Salmo marmoratus, Cuvier 1817). 




Mif v resnici homolog Asip (Cerdá-Reverter in sod., 2005; Guillot in sod., 2012). Asip je 
pri sesalcih namreč prav tako večinoma izražen v koži v ventralnem predelu in le malo v 
dorzalnem predelu (Cerda-Reverter in sod., 2005; Guillot in sod., 2012). Če hipoteza drži, 
je Asip tekom evolucije ohranil svojo funkcijo, pa čeprav prek različnih celičnih 
mehanizmov.  
 
Nove raziskave pripisujejo pomembno vlogo pri dorzalno-ventralnem senčenju tudi drugim 
pigmentnim genom. Ahi in Sefc (2017) sta raziskovala pigmentacijo pri vrsti afriških 
ostrižnikov (Neolamprologus meeli), s poudarkom na dorzo-ventralnem obarvanju, kjer sta 
z metodo kandidatnih genov odkrila pomembno vlogo dveh genov, igsf11 in pmel, ki sta bila 
bolj izražena na temnem, dorzalnem delu (tako pri temnih kot svetlih progah) v primerjavi z 
ventralnim delom kože ribe. Z metodo napovedovanja vezavnih mest za transkripcijske 
dejavnike sta odkrila še tretjega kandidata za uravnavanje senčenja, gen irf1, ki najverjetneje 
deluje kot zaviralni gen za igsf in pmel (Ahi in Sefc, 2017). 
2.1.2 Fiziološka in morfološka sprememba barve 
Spremembe v obarvanosti kože pri ribah se odvijajo na podlagi dveh mehanizmov: 
fiziološke in morfološke spremembe barve. Fiziološka sprememba je posledica 
kratkotrajnega dražljaja in temelji na kopičenju oziroma razpršenosti pigmentnih organelov 
znotraj kromatofor. Kontrolira jo tako simpatično živčevje (noradrenalin) kot endokrini 
sistem (α-melanocite stimulirajoči hormon, α-Msh, in melanin-koncentrirajoči hormon, 
Mch) (Fujii, 2000). Noradrenalin in Mch, ki ju izločajo kromafine celice nadledvične žleze 
ter hipofiza, inducirata kopičenje pigmenta v melanoforah, ko je riba v svetlem okolju 
(Logan in sod., 2006; Sugimoto, 2002). Nasprotno pa α-Msh povzroči razpršenost pigmenta 
in je v krvni plazmi povišan, ko se riba nahaja v temnem okolju (Logan in sod., 2006; 
Mizusawa in sod., 2013). Razpršenost oziroma kopičenje pigmentnih organelov pa lahko 
povzroči tudi izpostavljenost svetlobi. To je sicer prisotno večinoma pri embrijih oziroma 
pri larvalnem vzorcu, kjer kromatofore še niso pod kontrolo endokrinskega ali nevralnega 
sistema. Vseeno pa se vpliv svetlobe kaže tudi pri kromatoforah odraslih rib v primeru 
njihove izolacije iz organizma ali npr. pri slepi ribi (Fujii, 2000). 
 
Morfološko spremembo barve povzroči dolgotrajen dražljaj in je posredovana s proliferacijo 
ali apoptozo kromatofor, kot tudi spremembami v njihovi celični morfologiji. Veliko študij 
navaja, da lahko ribe morfološko spremenijo barvo s povečanjem ali zmanjšanjem števila 
melanofor med dolgotrajno adaptacijo na svetlo ali temno ozadje (Sugimoto in sod., 2005; 
van der Salm in sod., 2005). Za iridofore je značilen obraten odgovor, in sicer se njihovo 
število na temnem ozadju zmanjša, na svetlem pa poveča (Sugimoto in sod., 2005). Tako 
fiziološki kot morfološki odgovor uravnavajo podobni mehanizmi, med katerimi je na 
molekularni ravni vključen melanokortinski sistem. 
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Melanokortinski sistem pri ribah iz podrazreda Teleostei sestavlja pet podtipov receptorjev 
(Mc1r, Mc2r, Mc3r, Mc4r, Mc5r), endogeni antagonist alfa in beta melanocit 
stimulirajočega hormona (Msh), adenokortikotropni hormon (Acth), melanokortinski 
peptidi, ki izvirajo iz propiomelanokortinskega (pomc) gena ter endogeni antagonisti iz 
družine proteinov agouti (Asip1, Asip2, Agrp1 in Agrp2). Predvideno delovanje 
melanokortinskega sistema pri ribah je prikazano na sliki 1. 
 
 
Slika 1: Melanokortinski sistem pri ribah (Cal in sod., 2017: 27). Shematske skice prikazujejo predvideno 
kontrolo pigmentacije prek različnih komponent melanokortinskega sistema v različnih kromatoforah pri ribah; 
(A) melanofore, (B) ksantofore in (C) iridofore (↑), stimulacija; (┬), inhibicija; (?, prekinjene črte), 
nepoznano/hipoteze. 
Figure 1: The melanocortin system in fish (Cal et al., 2017: 27). Schematic drawing of the hypothetical 
regulatory control model of pigmentation through different melanocortin system components in fish 
chromatophores. (A) melanophores, (B) xanthophores, and (C) iridophores. (↑), stimulation; (┬), inhibition; 
(?, dotted line), unknown/hypothesis. 
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Pri sesalcih je melanokortinski receptor 1 (Mc1r) pomemben regulator pigmentacije. Tako 
pri sesalcih kot pri ribah ga aktivira α-Msh, kar vzpodbudi nastanek cAMP (García-Borrón 
in sod., 2005; Sánchez in sod., 2010). Pri sesalcih povečan nastanek cAMP (preko proteinske 
kinaze A (Pka)) aktivira sintezo melanina, ki vključuje delovanje tirozinaze (Tyr), na 
tirozinazo-vezanega proteina 1 (Tyrp1) in na tirozinazo-vezanega proteina 2 (Tyrp2 oz angl. 
dopachrome tautomerase, Dct), kar se kaže v de novo temni črni/rjavi sintezi evmelanina 
(Buscà in Ballotti, 2000; García-Borrón in sod., 2005). 
 
Melanogeneza je predvidoma podobna tudi pri ribah podskupine Teleostei (kar je razvidno 
tudi s slike 1A). Vseeno pa je pri ribah najbolj poznana vloga povezave med α-Msh in Mc1r 
pri kopičenju pigmenta znotraj melanofor (Fujii, 2000). Pri ribah in sesalcih je melanin 
proizveden in shranjen v specifičnih organelih, imenovanih melanosomi (Hearing, 2000). 
Melanosomi v ribjih melanoforah se pod vplivom α-Msh prek poti cAMP razpršijo 
(Sugimoto in sod., 1997; Logan in sod., 2006; Kobayashi in sod., 2009), kar se kaže kot 
potemnitev kože, ki je običajno del fiziološkega odgovora. 
 
Fiziološka funkcija Mc1r ima antagonista v parakrini signalni molekuli proteinu Asip, ki je 
pri amniotih odgovoren za nastanek rumeno-rdečega feomelanina (Cone in sod., 1996, cit. 
po Cal in sod., 2017) in pri ribah za inhibicijo kopičenja melanosomov (Cerdá-Reverter in 
sod., 2005). Tako pri sesalcih kot pri ribah je Mc1r kodiran na genu, ki vsebuje en ekson in 
je prisoten samo v eni kopiji, brez znanih paralogov celo pri ribah iz podrazreda Teleostei 
(Selz in sod., 2007). 
 
Največ so k razumevanju genetskega ozadja pigmentacije prispevale študije na modelnih 
organizmih (cebrice in medake), kjer so s pomočjo mutantov odkrili veliko genov, 
vključenih v pigmentacijo kože. Ti so vključeni v različne celične procese, kot je speciacija 
(determinacija celične destinacije), proliferacija (povečanje števila kromatofor), preživetje 
(ohranjanje števila kromatofor), diferenciacija (pigmentacija in morfologija kromatofor) in 
nastanek pigmentnih vzorcev (razporeditev kromatofor). Pri nekaterih mutantih je bila 
narejena molekulska karakterizacija, ki je pokazala, da so za nastanek novega pigmentnega 
vzorca odgovorni spremenjeni geni, ki nosijo zapis za membranske receptorje in 
transporterje, ligande transkripcijskih dejavnikov, pa tudi encime, sodelujoče v sintezi 
pigmentov (Braasch in sod. 2007). Veliko teh genov je ortologov genom, ki so bili raziskani 
pri endotermnih vretenčarjih in kjer je bila njihova vloga v obarvanosti kože že določena, 
kot npr. mitf, ednrb in kit, ki so vključeni v razvoj melanofor oziroma melanocit pri miši 
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2.2 RAZISKAVE NA MODELNEM ORGANIZMU, CEBRICI 
Pri ribah je bila večina raziskav pigmentnega vzorca narejena na osebkih iz podrazreda 
Teleostei, ki predstavljajo približno 96 % vseh živečih ribjih vrst in približno polovico vseh 
živečih vretenčarjev (Nelson, 2006, cit. po Cal in sod., 2017). Kar nekaj teh raziskav je 
narejenih na medaki (Oryzias latipes), predvsem pa se je večina posvetila odkrivanju 
mehanizma, ki leži za nastankom črtastega vzorca v koži cebrice (Danio rerio) (Quigley in 
Parichy, 2002). Pri drugih vretenčarskih vrstah še vedno obstajajo znantne omejitve pri 
raziskovanju pigmentnih vzorcev, predvsem zaradi dolge juvenilne dobe, velikosti 
organizma, ki lahko otežuje ali celo onemogoča gojenje v laboratoriju, zahtevne in 
dolgotrajne sheme križanja za raziskave QTL ter ne v celoti sekvenciranega ali slabše 
anotiranega genoma. 
 
Prav zaradi svoje majhnosti, zunajmaterničnega razvoja, enostavnega načina gojenja, 
kratkega reprodukcijskega intervala, enostavne genetske manipulacije in dobro anotiranega 
genoma je bila cebrica do sedaj uporabljena v mnogih razvojnih raziskavah, vključno z 
gensko regulacijo in potmi, vključenimi v razvoj pigmentnih celic (Greenhill in sod. 2011; 
Kelsh in sod. 2009; Parichy in sod., 2009). Tako je prevzela vlogo modela za raziskovanje 
pigmentnega vzorca pri vretenčarjih, pomembna je celo za razumevanje obarvanosti in 
bolezni kože človeka, ki si s cebrico deli kar nekaj pigmentnih genov (Cheng, 2008).  
 
Cebrica (angl. zebrafish) nosi tako ime zaradi črtastega vzorca v svoji koži, ki spominja na 
izmenjujoči se črno-bel vzorec na dlaki zebre. Alternirajoči vzorec štirih do petih temnih 
vodoravnih prog in štirih svetlih vodoravnih prog pokriva telo ter predrepne in repne plavuti 
odrasle cebrice. Proge so posledica položaja treh tipov kromatofor, ki ležijo v usnjici 
(hipodermisu): črnih melanofor, rumenih ksantofor in srebrno-modrih iridofor, služijo pa za 
prepoznavanje med osebki znotraj jat. Pri zelo sorodnih vrstah Danio so lahko pigmentni 
vzorci zelo raznoliki (McClure, 1999); nekatere imajo na plavutih drugačne vzorce kot na 
preostalem trupu.  
 
Pred kratkim so dokazali, da cebrica uporablja dva mehanizma, ki skupaj tvorita končni 
vzorec v koži. V raziskavi so Ceinos in sod. (2015) pokazali, da je za dorzo-ventralno 
obarvanje/senčenje kože pri odrasli cebrici odgovoren gen asip1, ki se izrazito prekomerno 
izraža na ventralnem delu telesa. Graduirano izražanje asip1 povzroči obratno koreliran 
vzorec izražanja gena mitfa, ki se minimalno izraža v ventralnem delu in maksimalno v 
dorzalnem. Ko je vzorec izražanja asip1 prekinjen pri transgenih cebricah, se prekine tudi 
vzorec izražanja genov mitfa, pa tudi dct in tyrp1b. Transgene cebrice tako niso dorzalno 
temnejše, vendar imajo ozadje enotno rumenkasto obarvano, njihove proge tudi niso tako 
izrazite kot pri divjem tipu. Poleg tega evolucijsko ohranjenega dorzo-ventralnega 
mehanizma, ki je prisoten tudi pri drugih vretenčarjih in se uravnava s sintezo melanina, 
distribucije pigmentnih celic in razvoja, je v nastanek vzorca vpleten še evolucijsko bolj 
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recentni mehanizem medceličnih interakcij, ki povzročijo, da se kromatofore uredijo v temne 
in svetle izmenjujoče se proge. Mehanizem so odkrili z uporabo mutantov, kjer so 
modifikacije različnih genov povzročile spremenjeno interakcijo med celicami in s tem 
drugačen vzorec (glej poglavje 2.2.3). Oba mehanizma delujeta neodvisno med seboj in se 
kažeta v končni podobi vzorca v koži (Ceinos in sod., 2015). 
2.2.1 Položaj in ultrastruktura pigmentnih celic v koži cebrice 
Za razumevanje nastanka črtastega vzorca pri cebrici je bila bistvena morfološka analiza 
kože. Da bi ugotovili ultrastrukturo pigmentnih celic in njihov natančen položaj v koži 
cebrice, pa tudi razlike med temno in svetlo progo, so Hirata in sodelavci (2003) uporabili 
presevno elektronsko mikroskopijo. V koži cebrice so pigmentne celice razporejene po 
plasteh z izrazito organiziranostjo glede na del (temna ali svetla proga), v katerem ležijo. 
Vsak tip celic se v progah pojavi v svojem, velikokrat samo v enem skladu (slika 2).  
 
 
Slika 2: Shematski povzetek položaja pigmentnih celic v koži cebrice (Hirata in sod., 2003: 499). 
Figure 2: Summary of pigment cell distribution in the skin of zebrafish (Hirata et al., 2003: 499). 
 
V usnjici svetle proge (angl. interstripe region) so prisotne samo iridofore in ksantofore. 
Ksantofore so locirane nad iridoforami, s katerimi pa so v neposrednem kontaktu. Iridofore, 
najdene na tem območju, so tipa S (angl. small), saj vsebujejo manjše odsevajoče vključke 
(ploščice). Iridofore se glede na regijo, kjer so prisotne, malenkost razlikujejo po orientaciji 
vključkov. V sredini bele proge je plast iridofor debelejša, vključki so orientirani na vse 
strani. Na robovih bele linije je plast iridofor tanjša, prav tako pa so vsi vključki (ploščice) 
usmerjeni v isto smer, rahlo poševno glede na površino. Ker imajo vse isto usmeritev, se 
barva na tej regiji lahko spreminja glede na smer osvetljevanja/opazovanja, medtem ko je 
izgled sredine območja ves čas nespremenjen.  
 
Na območju temne proge (angl. stripe) so prisotni vsi trije tipi pigmentnih celic, ki jih 
najdemo pri cebrici (melanofore, ksantofore in iridofore). Ti si od površine proti notranjosti 
sledijo po naslednjem vrstnem redu: plast ksantofor, plast iridofor tipa S, zatem plast 
melanofor, na koncu, tik nad mišicami, pa še plast iridofor tipa L (angl. large). Iridofore tipa 
Djurdjevič I. Transkriptomska analiza in celično ozadje … vzorca pri soški postrvi (Salmo marmoratus, Cuvier 1817). 




L imajo le nekaj ploščic na celico, vendar so te večje in vzporedne s površino, kar povzroči 
izrazito odbijanje svetlobe. Z natančno opisano postavitvijo kromatofor v različno 
pigmentiranih regijah kože pri cebrici (prikazana na sliki 2) je raziskava Hirata in sodelavcev 
(2003) postavila temelje za predpostavke o interakcijah med tipi pigmentnih celic in s tem o 
nastanku vzorca v koži cebrice. 
2.2.2 Embrionalni razvoj vzorca v koži cebrice 
Cebrica v juvenilni dobi še nima svojega značilnega črtastega vzorca. V embrionalni fazi 
cebrice se celice nevralnega grebena razvijejo v melanofore, ki tvorijo larvalni vzorec (slika 
3) (Dooley in sod., 2013; Raible in Eisen, 1994). Med metamorfozo, ki se začne tri tedne po 
oploditvi in traja približno en mesec, se vzorec, značilen za odraslo cebrico (slika 3), oblikuje 
iz novih kromatofor, ki se razvijejo v usnjici. Te nastanejo iz zarodnih celic, ki izvirajo iz 
nevralnega grebena in so do takrat mirovale v ganglijih in drugih delih perifernega živčevja 
(Budi in sod., 2011; Dooley in sod., 2013; Hultman in sod., 2009). 
 
 
Slika 3: Fenotip divjega tipa cebrice (Dooley in sod., 2013: 1009). (A-B) juvenilna, (C-D) začetek 
metamorfoze, (E) odrasla riba. 
Figure 3: The phenotype od wild type zebrafish (Dooley et al., 2013: 1009). (A-B) juvenile, (C-D) the 
beginning of metamorphosis, (E) adult phase.  
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Čeprav je že dolgo znano, da vsi tipi pigmentnih celic pri vretenčarjih izvirajo iz nevralnega 
grebena, je bilo podatkov o njihovem razvoju in razporeditvi po koži le malo. Raziskave s 
celičnimi linijami vseh treh celičnih pigmentnih tipov pri cebrici so pokazale, da predniške 
celice pigmentnih celic ostanejo multipotentne in delijo svojo pot z nevroni perifernega 
živčnega sistema ter celicami glija vse do metamorfoze (Singh in Nüsslein-Volhard, 2015). 
Ostanejo torej plastične, njihova sestava ter hitrost rasti pa zelo variabilna. Kljub skupnemu 
izvoru in celični poti, vsaka pigmentna celica deluje različno.  
 
Predhodniki melanofor proliferirajo med samo migracijo po perifernem živcu in vstopijo v 
kožo kot melanoblasti predvsem čez dorzalni in ventralni miotom in vzdolž horizontalnega 
mioseptuma – strukture, ki loči dorzalno in ventralno polovico miotoma (slika 4A) (Singh 
in Nüsslein-Volhard, 2015). Ko pridejo v kožo, se melanoblasti nehajo deliti in melanizirajo. 
V koži so njihovo delitev opazili le izjemoma (prekinjena siva črta na sliki 4B). 
 
In vivo slikanje v daljšem časovnem obdobju tekom metamorfoze je pokazalo, da iridofore 
migrirajo čez horizontalni mioseptum, kjer nadaljujejo s proliferacijo in raztezanjem po 
prihodu v kožo (slika 4A). V nasprotju z melanoforami iridofore izrazito proliferirajo po 
prihodu v kožo. Potem ko tvorijo prvo svetlo progo, spremenijo svojo obliko in se kot 
razprostrte iridofore premikajo dorzalno in ventralno z namenom postavitve naslednjih 
svetlih prog (kjer se spet skrčijo in združijo) (Nüsslein-Volhard in Singh, 2017) (slika 5). 
 
Nasprotno od drugih dveh tipov kromatofor imajo ksantofore dva vira izvora. Lahko se 
razvijejo iz larvalnih ksantofor ali pa iz multipotentnih zarodnih celic (slika 4B) (Mahalwar 
in sod., 2014; McMenamin in sod., 2014; Singh in Nüsslein-Volhard, 2015). Tako kot 
iridofore lahko ksantofore proliferirajo in se premikajo po koži, tudi kot diferencirane 
pigmentne celice.  
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Slika 4: Shematski prikaz (A) poti predhodnikov kromatofor ter (B) izvor larvalnih in odraslih kromatofor v 
koži cebrice (Singh in Nüsslein-Volhard, 2015: R86). 
Figure 4: Shematic showing (A) the route of cromatophore progenitors and (B) source of larval and adult 
cromatophores in zebrafish skin (Singh and Nüsslein-Volhard, 2015: R86). 
 
Časovni potek nastanka prog v koži odrasle cebrice je prikazan na sliki 5 in se začne s 
proliferacijo larvalnih ksantofor ob začetku metamorfoze. Zatem tvorijo iridofore prvo 
svetlo progo. Ksantofore, ki pokrivajo goste iridofore, postanejo kompaktnejše in pridobijo 
rumeno-oranžen pigment. Razpršene iridofore začnejo potovati po dorzo-ventralni osi. 
Melanofore se povečujejo (rastejo) v regiji temne proge, dokler ne tvorijo kompaktnih prog. 
Razpršene iridofore se zgostijo in organizirajo nastanek nove svetle proge na določeni 
razdalji od prve svetle proge. Ksantofore postanejo zvezdaste na predelih, kjer pokrivajo 
melanofore, in kompaktne na svetlih progah. Tako nastane končni črtasti vzorec v koži 
cebrice. Odsevajočo modrikasto barvo dajejo temnim progam razpršene iridofore na 
melanoforah. Svetle proge delujejo zlate zaradi prisotnosti gostih srebrnkastih iridofor, ki jih 
prekrivajo rumeno-oranžne ksantofore (Singh in Nüsslein-Volhard, 2015). 
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Slika 5: Potovanje pigmentnih celic med razvojem cebrice in nastanek črtastega vzorca na njeni koži (Singh in 
Nüsslein-Volhard, 2015: R87). Slika prikazuje nastanek črtastega vzorca med prehodom iz larvalne v odraslo 
dobo (okvirna starost je omenjena v dnevih po oploditvi (dpf) in tednih po oploditvi (wpf)). 
Figure 5: Cellular events leading to stripe pattern formation in zebrafish (Singh and Nüsslein-Volhard, 2015: 
R87). Schematics showing stripe pattern morphogenesis during the transition from the larval stage to the adult 
stage (the approximate age is mentioned in days post-fertilization (dpf) and weeks post-fertilization (wpf)). 
 
Hitrost proliferacije je odvisna predvsem od prisotnosti oziroma pomanjkanja celic istega 
tipa (homotipična kompeticija), tako da lahko kloni ksantofor in iridofor prekrivajo velika 
območja kože, ko so vneseni s transplantacijo v osebke, ki nimajo tega tipa celic (Walderich 
in sod., 2016). Skupna migracija in kompeticija med celicami istega tipa vodita do enotnih 
razdalj med pigmentnimi celicami znotraj kože (slika 5). Najverjetneje se celične linije 
obnašajo podobno tudi pri drugih vrstah rib, razlike v obliki iridofor in ksantofor med temno 
in svetlo progo pri cebrici pa so določene s specifičnimi interakcijami med različnimi 
celičnimi tipi (heterotipične interakcije).   
 
Prav razvoj in vloga pigmentov v kromatoforah se lahko razlikujeta glede na pigmentni 
vzorec v koži živali. Singh in Nüsslein-Volhard (2015) sta pri cebrici ugotovila, da so 
ksantofore v temnih črtah bolj rahlo obarvane, zvezdaste oblike in imajo redkejše 
kromatosome kot v svetlih črtah (slika 5). Takšne razlike so pri ksantoforah prisotne zaradi 
interakcije z drugimi kromatoforami – melanoforami in iridoforami.  
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2.2.3 Genetsko ozadje nastanka pigmentnega vzorca pri cebrici 
Z uporabo mutantov so pri cebrici odkrili že mnogo genov, ki vplivajo na pigmentni vzorec. 
Skupno so do danes odkrili kar 420 genov, ki sodelujejo pri obarvanju ali nastanku 
pigmentnega vzorca cebrice (ZFIN, 2018). Vsak od njih ima pomembno vlogo v 
ontogeniji/razvoju pigmentnih celic, pri migraciji, preživetju, speciaciji ali njihovi 
diferenciaciji (Parichy in sod., 2000; Parichy in Turner, 2003; Quigley in Parichy, 2002; 
Rawls in sod., 2001). Pri raziskavah na miših so bili mutanti z delecijo nekaterih pigmentnih 
genov velikokrat tudi letalni, saj so ti geni potrebni tudi za nekatere druge vitalne funkcije, 
ne samo za pigmentacijo. Pri cebrici pa se pigmentni geni velikokrat pojavljajo v dveh ali 
več paralogih, od katerih le eden vpliva na pigmentacijo.  
 
Na podlagi fenotipov mutantov cebric z modificiranimi pigmentnimi geni lahko pigmentne 
gene razdelimo v tri skupine: (1) geni, ki vplivajo na nastanek pigmenta; (2) geni, ki vplivajo 
na razvoj kromatofor; (3) geni, ki vplivajo na interakcije med pigmentnimi celicami (Singh 
in Nüsslein-Volhard, 2015). Tukaj bi poudarila, da ime mutanta velikokrat sovpada z 
imenom modificiranega gena (pregled mutantov je prikazan v preglednici 1). Če je le možno, 
se gene pri cebrici, ki so sesalski ortologi, poimenuje z istim, že uveljavljenim imenom 
(ZFIN, 2018). 
 
Preglednica 1: Pregled nekaterih mutantov cebrice. 
Table 1: Review of some of the zebrafish mutants. 
Slika in ime mutanta (gena) Produkt gena Fenotip odrasle cebrice 
albino (alb) 
 
Topni proteinski prenašalec 
45a2 
(Solute carrier protein 45a2 
(Slc45a2)) 
Melanofore in mrežnica so 




Topni proteinski prenašalec 
45a2 
(Solute carrier protein 45a2 
(Slc45a2)) 
Melanofore in mrežnica so blede. 











(Kit ligand a (Kitlga)) 
Zmanjšano število melanofor. 
Melanofore v trupu so 
organizirane v prekinjene proge. 
Plavutke s progami. 
nacre (nac) 
 
Z mikroftalmijo povezan 
prepisovalni dejavnik 
(Microphtalmia-associated 
transcription factor (Mitfa)) 
Ni melanofor, razen v mrežnici. 
Prizadet nastanek prog. Prav tako 
ni prog na plavutkah.  
                    se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 1 
Slika in ime mutanta (gena) Produkt gena Fenotip odrasle cebrice 
pffefer (pfe) 
 
Receptor za kolonije 
stimulirajoči dejavnik 1 
(Colony stimulating factor 1 
receptor (Csf1r)) 
Izrazito manjše število ksantofor. 
Manj je tudi melanofor, proge na 
trupu so poškodovane, tvorijo 
pike. Ni prog na plavutkah. 
shady (shd) 
 
Levkocitna tirozinska kinaza 
(Leukocyte tyrosine kinase 
(Ltk)) 
Ni iridofor, tudi število melanofor 
je izrazito zmanjšano. Le dve 
(prekinjeni) progi na trupu. Na 
plavutkah so proge prisotne. Manj 
je tudi larvalnih iridofor. 
transparent (tra) 
 
Mitohondrijski protein v17 
(Mitochondrial protein v17 
(Mpv17)) 
Iridofore so slabo viabilne. 
Izrazito zmanjšano število 
melanofor. Le dve (prekinjeni) 
progi melanofor na trupu. Na 
plavutkah so proge prisotne. Manj 
je tudi larvalnih iridofor. 
rose (rse) 
 
Receptor Ba za endotelin 
(Endothelin receptor Ba 
(EdnrBa)) 
Ni kompaktnih iridofor. 
Zmanjšano število modrih 
iridofor. Izrazito manjše število 
melanofor. Prisotni le dve 
(prekinjeni) progi na trupu. Na 
plavutkah proge so. Larva 




(Connexin 41.8 (Cx41.8)) 
Na trupu so prisotne manjše pike, 




(Connexin 39.4 (Cx39.4)) 
Na trupu manjše pike, na 
plavutkah so prisotne proge.  
panther/fms 
 
Receptor za kolonije 
stimulirajoči dejavnik 1 
(Colony stimulating factor 1 
receptor (Csf1r)) 
Ni ksantofor, zmanjšano je tudi 
število melanofor. Prisotni dve 
(prekinjeni) progi na trupu. Na 





Zmanjšano število melanofor, 
ksantofor in iridofor. Prog na 
trupu ni, so pa prisotne na 
plavutkah. Larva normalno 
pigmentirana. 
 
V prvi skupini so geni, ki vplivajo na nastanek pigmenta, vendar ne na vzorec (postavitev) 
pigmentnih celic. Primeri so npr. albino, golden in sandy, kjer so melanofore svetle in 
nepigmentirane, vendar še vedno tvorijo proge. Gena albino in golden kodirata topne 
proteinske prenašalce, ki vplivajo na pH v melanosomih (Dooley in sod., 2013b; Lamason 
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in sod., 2005). Tirozinazo, ki je ključni encim v sintezi melanina, kodira gen sandy (Dooley 
in sod., 2013b; Kelsh in sod., 1996). Spremembe v regulaciji melaninske biosinteze lahko 
vplivajo na preživetje melanofor, kar je pokazala analiza mutacije na genu za Tyrozinazno-
vezan protein 1a (Trp1a) (Krauss in sod., 2014). Homologe teh genov povezujejo z 
različicami barve kože, las in oči pri človeku (npr. gen sandy vpliva na barvo oči pri ljudeh; 
Dooley in sod., 2013b; Lamason in sod., 2005; Liu in sod., 2013; Sabeti in sod., 2007).  
 
V drugi skupini so geni, ki vplivajo na nastanek enega ali več tipov kromatofor. Gen 
colourless (sox10) tako kodira transkripcijski dejavnik Sox10 in je potreben za normalen 
razvoj vseh tkiv, ki izvirajo iz nevralnega grebena (razen lobanjskega hrustanca), torej tudi 
vseh treh tipov kromatofor pri cebrici (Dutton in sod., 2001; Kelsh in sod., 1996). 
Istoimenski mutant colourless, z mutiranim genom sox10, je sicer letalen že za larvo, 
obstajajo pa drugi mutanti, katerih mutiran gen vpliva samo na en pigmentni tip celice, in so 
sposobni preživetja ter tudi plodni. Vse to omogoča poglobljeno genetsko analizo vloge, ki 
jo ima določena kromatofora tekom razvoja črtastega vzorca. Za samo diferenciacijo, 
proliferacijo in ohranitev vsakega tipa pigmentnih celic so namreč pomembne različne 
signalne poti.  
 
Glede na njihovo izražanje in različen čas prihoda v kožo so opisali larvalne in 
metamorfne/odrasle melanofore, metamorfne pa razdelili še na zgodnje in pozne (Johnson 
in sod., 1995). Signalizacija Kit je potrebna za vzpostavitev in preživetje larvalnih in 
prednikov zgodnjih melanofor. To so ugotovili z analizami mutantov sparse/kit in sparse-
like/kitla, ki imata mutirana gena kit in kit ligand a (kitla) (Dooley in sod., 2013; Hultman in 
sod., 2007; Johnson in sod., 1995; Parichy in sod., 1999). Pri mutantu gena kit melanofore 
že v embriju niso sposobne migracije in tako preidejo v kontrolirano celično smrt (Parichy 
in sod., 1999). Pri regeneraciji plavutke je kit nujen za preživetje novo nastalih melanofor 
(Rawls in Johnson, 2001). Vse melanofore potrebujejo za diferenciacijo mitfa in so odsotne 
pri nacre/mitfa mutantih (Johnson in sod., 2011; Lister in sod., 1999).  
 
Ksantofore so odvisne od signalizacije kolonij stimulirajočega dejavnika (angl. colony 
stimulating factor), ki je odsoten v mutantu pfeffer/csfr1a. Pfeffer/colony-stimulating factor 
receptor a (csf1ra) namreč regulira migracijo, preživetje in širjenje ksantofor (Maderspacher 
in Nüsslein-Volhard, 2003; Parichy in sod., 2000b; Parichy in Turner, 2003).  
 
Iridofore potrebujejo za speciacijo leukocitno tirozinsko kinazo (angl. leukocyte tyrosine 
kinase), kar so ugotovili ob analizi shady/ltk mutantov, ki nimajo ne larvalnih ne »odraslih« 
iridofor (Lopes in sod., 2008). Ko so iridofore enkrat v koži, potrebujejo signale endotelina 
za širjenje in najverjetneje tudi za njihovo ustrezno kopičenje v koži (Frohnhöfer in sod., 
2013; Parichy in sod., 2000a). Poleg tega potrebujejo iridofore za preživetje mitohondrijski 
protein Mpv17 (Krauss in sod., 2013). Izguba ltk in mpv17 vpliva na oba tipa iridofor, tako 
S kot L, signalizacija endotelina vpliva le na iridofore tipa S.  
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Hkrati pa melanofore prejemajo signale od iridofor in ksantofor, ki so potrebni za njihov 
obstoj in preživetje. Iridofore in ksantofore se v primerjavi z melanoforami razvijajo bolj 
avtonomno (Frohnhöfer in sod., 2013; Maderspacher in Nüsslein-Volhard, 2003; Patterson 
in Parichy, 2013).  
 
Mutanti brez enega tipa pigmentnih celic so imeli spremenjen vzorec v koži. Te analize so 
torej pokazale, kako pomembna je vloga vsake pigmentne celice pri nastanku, razvoju in 
ohranjanju črtastega vzorca. Prav tako se vzorec sploh ni vzpostavil pri mutantih, pri katerih 
se nista razvila dva od treh tipov pigmentnih celic (Frohnhöfer in sod., 2013). Rezultati teh 
raziskav so nakazovali pomembno vlogo interakcij med posameznimi tipi kromatofor.  
 
V tretjo skupino tako uvrščamo gene, ki vplivajo na interakcije med pigmentnimi celicami. 
Interakcije med melanoforami in ksantoforami ter tudi znotraj teh dveh celičnih tipov so 
posredovane prek leopard/koneksin 41.8, ki nosi zapis za protein v presledkovnih stikih 
(Iwashita in sod., 2006; Maderspacher in Nüsslein-Volhard, 2003; Watanabe in sod., 2006). 
Koneksin 41.8 (cx41.8) je potreben tako za pravilno razporeditev ksantofor kot tudi 
melanofor; mutanti tvorijo pike namesto prog (Maderspacher in Nüsslein-Volhard, 2003). 
Analize mutanta leopard so dale vpogled v prvi možni mehanizem, na katerem sloni 
nastanek pigmentnega vzorca; pikast vzorec v fenotipsko dominantnih alelih leopard je 
lahko simuliran s strani Turingovega reakcijsko-difuzijskega modela (Asai in sod., 1999). 
Na podlagi tega modela je sledilo veliko nadaljnjih raziskav, ki so okarakterizirale 
interakcije med melanoforami in ksantoforami (Nakamasu in sod., 2009; Yamaguchi in sod, 
2007). V obeh raziskavah so z laserskim odstranjevanjem pigmentnih celic in njihovo 
regeneracijo dokazali, kako pomembne so za razvoj in preživetje pigmentnih celic njihove 
okoliške celice, ter da se melanofore in ksantofore ne pojavljajo v skupnih regijah, nasprotno 
pa so ksantofore z razdalje spodbujale diferenciacijo in preživetje melanofor.  
 
V raziskavi Watanabe in Kondo (2012) so različne spremembe na genu cx41.8 pod 
promotorjem mitf povzročile zelo različne fenotipe mutantov, od pikastega vzorca do 
različno širokih prog, pa tudi labirintnega vzorca (slika 6). Vzorci v koži mutantov so 
sovpadali z vzorci, ki jih lahko napovemo s Turingovim modelom. V omenjeni raziskavi so 
sicer predpostavljali, da je promotor mitfa specifičen samo za melanofore, kar se je kasneje 
izkazalo kot neveljavno (Yamanaka in Kondo, 2014). Tako so različne mutacije na cx41.8 
lahko vplivale tudi na interakcije med ostalimi pigmentnimi celicami.  
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Slika 6: Različni vzorci na mutantih cebrice (vsi imajo mutacije v genu Cx41.8), ki spominjajo na vzorce drugih 
živali v naravi (Watanabe in Kondo, 2012: 328). Desno je shematski prikaz z obrazložitvijo, kaj vidimo na 
posameznih fotografijah. 
Figure 6: Skin patterns observed in zebrafish mutants (all with different mutations in Cx41.8 gene) that remind 
us of patterns seen among other animals (Watanabe and Kondo, 2012: 328). On the right there is a shematic 
explanation of divisions in every figure. 
 
Pred kratkim so pri iskanju kandidatnih genov, ki kažejo podoben vpliv kot pri fenotipu 
leopard, identificirali luchs (Cx39.4) (Irion in sod., 2014). Luchs kodira Koneksin 39.4, 
enega od proteinov, ki sestavljajo presledkovne stike. Dominantne in recesivne mutacije v 
genu luchs vodijo v fenotipe, ki imajo pigmentacijo trupa podobno kot pri fenotipu leopard, 
ne spremenijo pa vzorca na plavutih, kar je značilno za leopard (cx41.8). Genetske analize 
kažejo na to, da tvorita Cx41.8 in Cx39.4 heterotipne presledkovne stike, ki so potrebni za 
medcelično interakcijo med melanoforami in ksantoforami (Irion in sod., 2014). Poznan je 
še en mutant cebrice s pikastim vzorcem, seurat. Ta ima spremenjen istoimenski gen seurat, 
ki kodira Igsf11 (angl. Immunoglobulin superfamily member 11), ki regulira migracijo, 
preživetje in pritrjanje melanofor. Igsf11 je namreč vključen v fokalne stike med 
melanoforami in matriksom. V poskusu so Eom in sod. (2012) ugotovili, da se melanofore 
mutanta seurat slabše pritrdijo na podlago, smrtnost melanofor je večja, prav tako je tudi 
migracija melanofor pri mutantu slabša kot pri divjem tipu. 
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Pomembna vloga interakcij med ksantoforami in melanoforami je bila dokazana tudi z 
uporabo temperaturno občutljivega alela gena fms (predhodno poznanega kot panther, 
Parichy in sod., 2000b; Parichy in Turner, 2003). Gen nosi zapis za protein c-Fms, homolog 
receptorja Csf-1 pri miših. V koži cebrice je gen izražen le v ksantoforah in je nujno potreben 
za ohranitev tega celičnega tipa. Ob izgubi aktivnosti gena fms pri mutantih (ob povišani 
temperaturi) so takoj po izgubi ksantofor izginile tudi melanofore, ki pa ne izražajo gena 
fms. To je jasno pokazalo, da melanofore za svoj obstoj potrebujejo neke vrste stimulacijo s 
strani ksantofor. Raziskovalci so takrat predstavili več hipotez o interakciji med tema tipoma 
pigmentnih celic. Zaradi njihovega položaja v koži je bila ena od teh tudi hipoteza o posredni 
interakciji prek drugih topnih molekul ali celo samih iridofor. Kasnejše raziskave so 
pokazale, da prihaja s pomočjo dolgih celičnih izrastkov do neposrednega stika med 
melanoforami in ksantoforami (Hamada in sod., 2014). 
 
V raziskavi sta Patterson in Parichy (2013) odkrila, da imajo mutanti bnc2, ki v koži niso 
imeli vzpostavljenega vzorca, znižano izražanje liganda Csf1r ter liganda Kit receptorja 
tirozinske kinaze (Kitlga), ki je potreben za migracijo, preživetje in diferenciacijo melanofor 
pri ribah iz podrazreda Teleostei, kot tudi pri sesalcih (Dooley in sod., 2013a; Hultman in 
sod., 2007; Kelsh in sod., 2009; Parichy in sod., 1999; Wehrle-Haller, 2003). Ob ponovni 
vzpostavitvi delovanja csf1r in kitlga v mutantih bcn2 so se ponovno obnovile tudi 
melanofore in ksantofore, vendar te niso vzpostavile črtastega vzorca, kar nakazuje na 
vpletenost drugih dejavnikov ali celičnih tipov pri nastanku pigmentnega vzorca. Tako so 
odkrili pomembno vlogo iridofor, ki se razvijejo prve med pigmentnimi celicami in izražajo 
csf1r. Ksantofore se nato razporedijo v njihovo bližino. Da bi res preverili njihovo vlogo, so 
iridofore tudi odstranili iz kože larv in ugotovili, da so nujno potrebne za nastanek ustreznega 
vzorca pri cebrici. Pri odraslih osebkih tako ksantofore kot vzorec obstanejo tudi ob uničenju 
iridofor. Pri mutantih ltk, ki nimajo iridofor, so opazili povečano smrtnost melanofor in 
zamik v diferenciaciji ksantofor. Ko so se ksantofore diferencirale, pa niso bile omejene le 
na območje svetle proge. Prav tako je bil vzorec drugačen pri mutantih ednrb1a, ki imajo 
znatno manjše število iridofor. S tema dvema mutantoma so dokazali, da so iridofore 
pomembne pri vzpostavitvi normalnega vzorca pri cebrici.  
 
Tako genetske kot študije z odstranitvijo pigmentnih celic kažejo na dvoje vrst interakcij 
med ksantoforami in melanoforami – proksimalne in distalne. Prav tako je interakcija 
prisotna tudi med iridoforami in ksantoforami. Ksantofore se namreč postavijo v svetlo 
progo v bližino iridofor tudi pri mutantu mitfa, ki nima melanofor (Maderspacher in 
Nusslein-Volhard, 2003). Ta opažanja kažejo, da iridofore spodbujajo razvoj ksantofor v 
svoji bližini, vendar jih zavirajo na daljših razdaljah. Iridofore so torej pomembne za 
nastanek vzorca pri cebrici, vendar le tip S. Iridofore tipa L, ki ležijo pod melanoforami, niso 
nujno potrebne za nastanek vzorca, saj se ta tip pojavi pozno v razvoju, ko je osnovni vzorec 
pigmentacije že vzpostavljen. Primerljivi vzorec izražajo nekateri od zgoraj opisanih 
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mutantov, ne glede na to, ali imajo ali nimajo omenjenega tipa L iridofor. Imajo pa te celice 
najverjetneje pomembno vlogo pri ohranjanju prog (Frohnhöfer in sod., 2013).  
2.2.4 Model nastanka vzorca: reakcijsko-difuzijski mehanizem 
Pigmentni vzorec privlači mnoge opazovalce, vendar je njegov nastanek tudi pravi izziv za 
razvojne biologe. Velika raznolikost pigmentnega vzorca med sorodnimi vrstami kljub 
visoki podobnosti med genomi teh vrst nakazuje, da obstaja nek splošni mehanizem, ki je 
odgovoren za nastanek vseh teh različnih vzorcev. Hkrati pa nobena notranja telesna 
struktura ne sovpada s pigmentnim vzorcem, kar nakazuje, da je nastanek vzorca samo-
regulirajoči postopek, ki nastane avtonomno in brez pred-vzorca (Watanabe in Kondo, 
2015). 
 
Že leta 1952 je Alan Turing odkril mehanizem, ki bi lahko vodil nastanek pigmentnega 
vzorca pri živalih (Liu in sod., 2006; Shoji in sod., 2002; Turing, 1952, cit. po Watanabe in 
Kondo, 2015). Gre za reakcijsko-difuzijski mehanizem (ali Turingov mehanizem), ki je 
matematično definiran na podlagi difuzije dveh snovi, ki sta med seboj v interakciji. Prej 
omenjene genetske raziskave na cebrici so pokazale, da je za nastanek vzorca potrebna 
interakcija med pigmentnimi celicami. Čeprav so odkriti mehanizmi drugačni od 
predvidenega matematičnega modela, lahko postavimo vzporednice s Turingovim 
mehanizmom, sploh na ravni proksimalne aktivacije in distalne inhibicije. Tako je 
reakcijsko-difuzijski model v grobem še vedno ustrezen in ga lahko uporabimo pri razlagi 
nastanka pigmentnega vzorca. 
 
Pri reakcijsko-difuzijskem sistemu gre za enostaven sistem, ki vključuje dve snovi, ki 
medsebojno interagirata in difundirata z različno hitrostjo. Kasnejše matematične študije in 
računalniške simulacije so pokazale, da bi lahko ta matematični model pravilno predvidel 
mnogo raznolikih vzorcev, podobnih tistim v koži živali (slika 6) (Liu in sod., 2006; Shoji 
in sod., 2002; Shoji in sod., 2003). Meinhardt in Gierer (2000) sta ugotovila, da je za 
nastanek vzorca potrebno delovanje proksimalne aktivacije in distalne inhibicije, ki sta še 
vedno nujni predpostavki pri nastanku avtonomnega pigmentnega vzorca. V modelu morata 
biti tako reakcija kot difuzija stabilni. Računalniške simulacije so pokazale, da je pri 
spremembi, manjši od 10 % v vrednosti parametrov (npr. koncentraciji in velikost 
anizotropije obeh snovi – aktivatorja in inhibitorja), že zelo velika razlika v predvidenem 
vzorcu (Shoji in sod., 2003). 
 
Ko na podlagi mutacije izgubimo en tip pigmentnih celic v koži cebric, se poruši tudi celoten 
vzorec, kar nakazuje na pomembno vlogo interakcije med pigmentnimi celicami za nastanek 
vzorca. Pri mutantih cebrice, ki nimajo melanofor (Lister in sod., 1999) ali ksantofor 
(Parichy in sod., 2000b), ne pride do tvorbe vzorca ne na trupu, kot tudi ne na plavutkah. Pri 
cebricah, ki nimajo iridofor, vzorca na trupu ni, vendar ostane vzorec na plavutkah še vedno 
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prisoten. Te ugotovitve nakazujejo, da so melanofore in ksantofore dovolj za nastanek 
vzorca, vendar je v trupu pomembna tudi prisotnost iridofor. Lahko bi šlo za dva različna 
mehanizma pri nastanku vzorca v trupu in plavutkah, vendar se vzorec pri mutantih 
velikokrat enako spremeni tako na trupu kot na plavutkah. Na podlagi tega so prišli do 
zaključka, da je pri cebrici glavni mehanizem za nastanek vzorca interakcija med 
melanoforami in ksantoforami, vendar potrebujeta ta dva tipa celic v trupu za pravilno 
postavitev/usmeritev tudi pomoč iridofor. 
 
Nakamasu in sod. (2009) so z laserjem odstranjevali pigmentne celice iz določenih tarčnih 
regij in opazovali preživetje ostalih celic v okolici. Tako so tudi določili razdaljo, do koder 
so opazni vplivi izničenih celic. Ugotovili so, da prihaja med sosednjimi melanoforami in 
ksantoforami do kompeticije za preživetje in razvoj, in sicer ksantofore aktivno odstranjujejo 
melanofore, hkrati pa krepijo razvoj in preživetje melanofor, ki so od njih bolj oddaljene. 
Čeprav iridofore niso podvržene laserju, saj ne vsebujejo pigmenta, so ugotovili, da se je 
gostota iridofor, lociranih pod odstranjenimi ksantoforami, zmanjšala za 20 %. 
 
 
Slika 7: Model interakcije med pigmentnimi celicami v koži cebrice, predviden na podlagi različnih poskusov, 
narejenih na tem modelnem organizmu (Watanabe in Kondo, 2015: 91). (A) Interakcija v plavutkah. Prikazuje 
dve zanki. Dve negativni interakciji na kratke razdalje sta enakovredni eni pozitivni povratni zanki. Razdalja 
interakcij je definirana z dolžino celičnih projekcij. Ta mreža zadostuje pogojem Turingovega modela. (B) 
Mreža interakcij v trupu. Tukaj so poleg melanofor in ksantofor za nastanek značilnega vzorca potrebne tudi 
iridofore. Njihov vpliv še ni popolnoma jasen; model prikazuje interakcije, ki temeljijo na dosedanjih 
domnevah. Ir, iridofore; M, melanofore; X, ksantofore. 
Figure 7: Putative interaction network of pigment pattern formation deduced from various experiments 
(Watanabe and Kondo, 2015: 91). (A) Interaction network in the fins. Two feedback loops are identified. The 
distance of the interactions is determined by the length of the cell projections. This network satisfies the 
necessary conditions of Turing pattern formation. (B) Interaction network in the body. In addition to the 
network of melanophores and xanthophores, iridophores are required to generate the pattern Ir, iridophore; M, 
melanophore; X, xanthophore. 
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Nedavno so interakcije med pigmentnimi celicami začeli proučevati tudi in vitro. Inaba in 
sodelavci (2012) so izolirali melanofore in ksantofore iz plavutk, jih nasadili na petrijevko 
in opazovali njihovo premikanje in interakcijo. Odkrili so, da se ksantofore z izrastki 
stegujejo proti melanoforam, ki pa se ob kontaktu odmaknejo. S fluorescentnim barvilom, 
ki zazna depolarizacijo membrane, so pokazali, da je to specifičen odziv ob stiku teh dveh 
tipov celic. Yamanaka in Kondo (2014) sta na razširjenem modelu pokazala, da ksantofore 
aktivno sledijo melanoforam. To gibanje pa se razlikuje med celicami, izoliranimi iz 
mutantov z različnim pigmentnim vzorcem, kar nakazuje na pomembno vlogo interakcij 
med celicami pri nastanku vzorca. Čeprav zagotovo obstaja razlika med pogoji in vitro in in 
vivo, kjer so celice v tkivu v tesnem kontaktu z ostalimi celicami in se ne morejo prosto 
gibati, so ob proučevanju razvoja vzorca v živih larvah (Takahashi in Kondo, 2008) 
ugotovili, da se pojavlja enak odmik melanofor pred ksantoforami, kjer pa je »lovljenje« 
ksantofor manj aktivno. Mehanizem ostaja enak tudi in vivo, le da je tukaj manj očiten zaradi 
gostote celic. 
 
Na podlagi dosedanjih ugotovitev so prišli do zaključka, da je interakcija med melanoforami 
in ksantoforami neposredna, prek dendritov ksantofor (Hamada in sod., 2014) in ne 
posredovana prek topne molekule (Watanabe in Kondo, 2015). Poleg proksimalnih 
interakcij so raziskave usmerjene tudi na odkrivanje distalnih interakcij. Hamada in sod. 
(2014) so s poskusi ugotovili, da distalna interakcija med melanoforami in ksantoforami 
vključuje proteina Notch1a in DeltaC. Ker sta to kontaktna proteina gre tudi tukaj za fizičen 
kontakt med ksantoforami in dolgimi izrastki melanofor. Neposreden kontakt tako omogoča 
prenos signala prek liganda, vezanega na membrano. Kljub temu, da te raziskave podpirajo 
Turingov model, se od njega razlikujejo v tem, da reakcijsko-difuzijski sistem vključuje 
distalno signalizacijo, ki temelji na difuziji. Ta signalizacija pa ni ključna za vzpostavitev 
vzorca, tudi po Turingovem mehanizmu ne. Krajši in daljši izrastki med pigmentnimi 
celicami v cebrici namreč oponašajo vpliv počasi in hitro difundirajočih molekul. Dokler 
biološki sistem ohranja pogoje proksimalne aktivacije in distalne inhibicije, ustreza 
osnovnemu Turingovemu modelu. Prav tako vloga celičnih izrastkov pri nastanku vzorca ne 
pomeni nujno, da ne obstajajo topne snovi, ki prav tako sodelujejo pri nastanku vzorca. Je 
pa prenos informacije prek izrastkov zagotovo stabilnejši od difuzije in tako najverjetneje 
bolje razloži mehanizem, ki npr. določa širino prog pri cebrici (Watanabe in Kondo, 2015). 
 
Čeprav iridofore niso potrebne za nastanek vzorca na plavutih, so te nujne za vzorec na trupu. 
Iridofore so prvi celični tip, ki tvori skupke v usnjici trupa. Ksantofore se pridružijo 
naslednje in se razporedijo v bližini iridofor. Ker se melanofore aktivno izmikajo iridoforam, 
ksantofore pa sledijo melanoforam, se oba tipa pigmentnih celic, tako melanofore kot 
ksantofore, posledično naselijo na sosednje regije. Iridofore torej znatno vplivajo na končni 
vzorec. Petterson in Parichy (2013) sta odkrila signalno molekulo Csf1, ki jo izražajo 
iridofore in je potrebna za združevanje ksantofor. Mreža iridofor tudi določi meje proge, kjer 
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bodo ležale melanofore. S tem so model nastanka povečali na tri celične tipe, kar je pa še 
vedno lahko prikazano s Turingovim modelom (slika 7).  
 
Za nastanek prog je torej potrebna začetna orientacija, ki temelji na nekem biološkem 
indikatorju. V mutantih cebrice, kjer se pri larvah ne tvori vzorec iridofor in s tem ne pride 
do primarne usmeritve, se posledično pri odraslih ribah razvije labirinten vzorec (Frohnhöfer 
in sod., 2013; Nakamasu in sod., 2009; Svetic in sod., 2007). Prav tako se je pri poskusih, 
kjer so z laserjem uničili vse tri tipe celic, ponovno vzpostavil vzorec, vendar brez ustrezne 
usmerjenosti (Namakasu in sod., 2009; Yamaguchi in sod., 2007). 
 
Zaradi drugačnega delovanja bioloških sistemov (celična migracija, interakcija idr.) model 
nastanka pigmentnega vzorca ne ustreza povsem Turingovemu matematičnemu modelu (ki 
sloni na difuziji), v osnovi pa je proces, ki generira pigmentni vzorec, še vedno soroden 
Turingovem mehanizmu. Tako je Kondo (2017) nedavno objavil alternativni Turingov 
model, posodobljen s Kernelovim modelom (angl. kernel-based Turing (KT) model), ki 
razloži pojavljanje fenotipa, hkrati pa lahko z njim raziskujemo mehanizme, ki vodijo v 
nastanek pigmentnega vzorca pri živalih. Gre za poenostavljen model, ki ne sloni na 
molekularnih mehanizmih, temveč na fizičnih medceličnih stikih. Temelji na tem, da je 
zaradi interakcije na podlagi celičnih izrastkov izvor snovi na razdalji in ne v centru celice 
ter je predstavljen kot dvojna krivulja (pozitivna – aktivator in negativna – inhibitor; slika 
8). 
 
Slika 8: Prikaz Kernelove oblike (Kondo, 2017: 122). Kernelova funkcija je definirana z združevanjem dveh 
Gaussovih funkcij, ki jima lahko spreminjamo tri parametre: amplitudo (ampA and ampB), širino (widthA and 
widthB) in porazdelitev (distA and distB). 
Figure 8: Definition of the Kernel shape (Kondo, 2017: 122). Kernel function is determined by the addition of 
two Gaussian functions that can be modified by three parameters: amplitude (ampA and ampB), width (widthA 
and widthB) and distribution (distA and distB). 
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2.3 ŠTUDIJ PIGMENTACIJE PRI NEMODELNIH VRSTAH RIB 
Študij obarvanosti pri živalih je bil bistven za razvoj bioloških znanosti, predvsem na 
področju genetike in evolucijske biologije. Začetniki genetike, kot so Mendel, Morgan, 
Bateson in Haldane, so raziskovali dedovanje barvnih lastnosti in uvedli osnove klasične 
(Mendelske) genetike. Podobno so različne študije naravne selekcije (Kettlewell, 1955 in 
Endler, 1983, cit. po San-Jose in Roulin, 2017) postavile temelje za razumevanje evolucije. 
Vse omenjene študije so iz praktičnih razlogov slonele na razmeroma enostavnih modelih 
dedovanja alelov za barvo. Prav tako so iz praktičnih razlogov študije pigmentacije 
nadaljevali na modelnih vrstah (vinski mušici in miši) ter kasneje v raziskave vključili le še 
nekaj novih vrst (npr. cebrica) (Singh in Nusslein-Volhard, 2015). 
 
Razen redkih izjem je bilo še nedolgo nazaj narejenih zelo malo genetskih raziskav na 
osebkih, pridobljenih iz narave, oziroma so te temeljile na proučevanju kandidatnih 
pigmentnih genov, katerih vlogo so odkrili pri modelnih organizmih. Raziskave Mundy in 
sod. (2004) ter Hoekstra in Nachman (2003), narejene na melanokortinskem receptorju 
mc1r, ki je največkrat proučevan kandidatni gen v raziskavah pigmentacije pri modelnih 
organizmih, so pokazale, da ima ta gen prav tako pomembno vlogo tudi pri pigmentaciji 
nemodelnih organizmov. Za razliko od drugih pigmentov (pteridini, karotenoidi) je genetsko 
ozadje melaninsko vezane obarvanosti najbolje raziskano tudi pri prostoživečih nemodelnih 
vrstah. Metoda kandidatnih genov pa je omejena, saj so bili ti geni in njihova funkcija opisani 
le pri nekaj vrstah živali (modelnih organizmov). Prav tako kandidatni geni sami velikokrat 
niso bili dovolj, da bi dokazali variacijo v pigmentaciji (Bourgeois in sod., 2016), kar 
nakazuje, da obstajajo drugi akterji, ki vodijo melaninsko osnovano pigmentacijo pri 
naravnih populacijah. Kljub nekaterim nedavnim odkritjem (Lopes in sod., 2016; Mundy in 
sod., 2016) in napredku pri razumevanju biologije ksantofor pri modelnih organizmih (Singh 
in Nüsslein-Volhard, 2015), je karotenoidno osnovana pigmentacija nemodelnih 
organizmov veliko slabše raziskana. Pteridinsko genetsko ozadje pa je v naravnih 
populacijah najslabše raziskano. Zaradi naštetih razlogov je odkrivanje novih pigmentnih 
genov, ki so morebiti ključni za specifičen pigmentni vzorec neke vrste, z metodo 
kandidatnih genov nemogoče.  
 
Opravljenih je bilo tudi nekaj raziskav z namenom proučevanja spremembe pigmentnega 
vzorca pri križancih, ki nastanejo s medvrstnim ali medrodovnim križanjem med ribami z 
različnim pigmentnim vzorcem. Miyazawa in sodelavci (2010) so pokazali, tako in silico 
(računalniška simulacija z uporabo reakcijsko-difuzijskega modela) kot z dejanskimi 
poskusi parjenja med različno obarvanimi postrvmi, da lahko kompleksen vzorec v koži 
živali nastane z mešanjem enostavnih pigmentnih vzorcev. Z matematičnim modelom so 
predvideli, da s križanjem dveh živali, ki imata obratni pikast vzorec (svetle pike na temnem 
ozadju in temne pike na svetlem ozadju) nastane križanec, ki ima kamuflažni labirinten 
vzorec, kot model združenega, intermediarnega vzorca. 
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Slika 9: Nastanek labirintnega vzorca z računalniško simulacijo in s križanjem različno pigmentiranih osebkov 
(Miyazawa in sod., 2010: 2). (A) Dvo-dimenzionalni vzorci, generirani z numeričnimi simulacijami; postopno 
spreminjanje parametra vodi k spremembi vzorca od pik do nasprotnih pik, vmesni vzorec je vedno labirinten. 
(B) Vzorci v koži postrvi. a: bele pike v koži vrste Salvelinus leucomaenis. b: črne pike v koži ribe 
Oncorhynchus masou masou in pa njihov naravni (c) ali umetno vzgojeni (d) križanci. Labirintni vzorci so 
prisotni pri vseh križancih. 
Figure 9: The formation of labyritnhine pattern with numerical simuation and by hybridization (Miyazawa et 
al., 2010: 2). (A) Two-dimensional patterns generated by numerical simulations. Gradual modulation of one 
parameter value can cause pattern changes from spots (left most) to inverse spots (right most). Intermediate 
regions always appear as labyrinthine stripe patterns. (B) Body patterns of salmonid fish. (a) White-spotted 
charr (S. leucomaenis), (b) masu salmon (O. masou masou) and (c) their natural and (d) artifi cial intergeneric 
hybrids. Labyrinthine patterns are present in all the hybrids. 
 
Avtorji poskusa (Miyazawa in sod., 2010) sklepajo, da so lahko naravno prisotne vrste z 
labirintnim vzorcem nastale z mehanizmom, predstavljenim v raziskavi. Naravno križanje 
namreč lahko doprinese k evolucijskem procesu speciacije. Labirintni vzorec ima lahko 
določene prednosti v specifičnih okoljih, lahko pa je tudi »izločen« iz starševske vrste in se 
posledično razvije v drugo vrsto s hibridnim izvorom. 
 
Podoben poskus je bil narejen s križanjem potočne postrvi (S. trutta, črne pike na svetlem 
ozadju) z zlatovčico (Salvelinus fontinalis, bele pike na temnem ozadju), katerega rezultat je 
bila t.i. tigrova postrv (angl. Tiger trout). Gre za sterilnega križanca, ki prav tako izraža 
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naravno, umetno pa križance zaradi velikosti in izrazitega pigmentnega vzorca gojijo za 
namen poribljanja v ribolovnih vodah.  
 
Slika 10: Tigrova postrv (Paetz, 2013). 
Figure 10: Tiger trout (Paetz, 2013). 
 
Oba zgoraj predstavljena modela sta bila sicer narejena na salmonidih, vendar je poudarek 
raziskav na mehanizmu, ki naj bi bil neodvisen od raziskovane vrste (dokler vzorec obeh 
starševskih vrst ustreza in je med sabo nasproten). 
 
Z razvojem novih tehnologij in prihodom metod sekvenciranja naslednjih generacij so se 
odprla nova vrata v študiju pigmentacije tudi pri nemodelnih organizmih. Slednje tehnike 
omogočajo cenejše in podrobnejše genetske študije, ki niso povsem odvisne od dosedanjega 
znanja o specifičnih genih. S tem lahko na nemodelnih živalih, vzetih iz narave, delamo 
raziskave, ki so bile prej mogoče samo na laboratorijskih, modelnih živalih. Med 
nemodelnimi živalmi, katerih pigmentacijo so s sekvenciranjem naslednje generacije že 
raziskovali, tako najdemo tudi različne vrste školjk (Feng in sod., 2015; Yue in sod., 2015), 
piščance (Zhang in sod., 2015), ameriškega minka (Song in sod., 2017) idr.. Kljub temu pa 
ostaja prisotna neka mera pristranskosti do melaninsko-podprtega obarvanja, diskretne 
variabilnosti in študija specifičnih skupin (npr. mimikrija pri metuljih, pigmentni vzorci pri 
Ciklidih) (San-Jose in Roulin, 2017).  
 
Tudi pri ribah je bilo do sedaj narejenih že nekaj raziskav obarvanosti kože na podlagi 
analize transkriptoma s tehnikami sekvenciranja naslednje generacije. Vendar je v večini 
prav tako opazna pristranskost do melaninsko-podprtega obarvanja, kjer na podlagi 
analiziranja transkriptoma preverjajo že poznane gene, ki so vključeni v melanogenezo 
(Jiang in sod., 2014; Wang in sod., 2014). Ta je seveda najbolje raziskana. V raziskavi so 
Wang in sod. (2014) pri japonskem okrasnem (KOI) krapu raziskali poznane ortologe 
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pigmentnih genov cebrice. Več kot 80 % (117 od 145) teh ortologov je bilo prisotnih tudi 
pri japonskem okrasnem krapu.  
 
Poleg prisotnosti in izražanja pigmentnih genov igrajo pomembno vlogo pri uravnavanju 
pigmentacije tudi drugi regulatorji, kot so molekule mikroRNA (miRNA), ki uravnavajo 
izražanje teh genov. Pomembna vloga molekul miRNA v pigmentaciji je bila do zdaj 
dokazana pri več vrstah nemodelnih organizmov (npr. pri alpaki (Zhang in sod., 2017a) in 
pri racah (Apopo in sod., 2015)), tudi pri ribah (Yan in sod., 2013; Wang in sod., 2017)). Pri 
vrsti iverke Paralichthys olivaceus so s sekvenciranjem molekul mRNA in miRNA pri 
albino osebkih in normalno obarvanih osebkih anotirali kar 22.498 genov (od tega 711 
novih) in 475 molekul miRNA, med temi kar 64 novih. 33 molekul miRNA je bilo različno 
izraženih med albino in normalno obarvanimi osebki, kar nakazuje na njihovo vlogo v 
pigmentaciji (Wang in sod., 2017). To je bila do sedaj najbolj obširna raziskava glede na 
število odkritih molekul miRNA, ki predstavljajo pomemben prispevek k celotnem naboru 
do sedaj odkritih molekul miRNA pri ribah (teh je 1044; Bizuayehu in Babiak, 2014, cit. po 
Wang in sod., 2017). Poleg molekul miRNA obstajajo tudi raziskave o vplivu drugih 
epigenetskih označevalcev na pigmentacijo, kot npr. metilacija. Zhang in sod. (2017b) so pri 
navadnem koreslju (Carassius carassius) tako odkrili različno metilirane pigmentne gene 
med belimi in rdečimi koreslji. Različno metilirani so bili geni, vključeni v tirozinski 
metabolizem, pa tudi signalne poti MAPK in cAMP. Te ugotovitve so nakazale prav tako 
pomembno vlogo metilacije genov pri pigmentaciji rib. 
2.4 PIGMENTACIJA PRI SALMONIDIH 
Raziskave obarvanosti kože pri postrvih so se začele na začetku 20. stoletja na vrstah, ki so 
pomembne v ribogojstvu, akvakulturi ali pa so jih uporabljali za laboratorijske raziskave. 
Pettis je že leta 1904 (cit. po Colihueque, 2009) raziskoval dedovanje albinizma pri potočni 
zlatovčici (Salvelinus fontinalis). Naknadno je bilo kar nekaj raziskav narejenih na naravnih 
mutantih, večinoma šarenk (Oncorhynchus mykiss) (Blanc in sod., 2006; Bridges in von 
Limbach, 1972; Kincaid, 1975; Nakamura in sod., 2001; Yamasaki, 1974) in nekaterih 
drugih vrstah te skupine (Hazzard, 1943, Leonard in Madden, 1963 in Yamamoto in sod., 
1999, cit. po Colihueque, 2009). Na podlagi teh raziskav so ugotovili, da ima pigmentacija 
pri salmonidih enostavno genetsko kontrolo, kjer sodeluje en ali nekaj lokusov, z 
dominantnim, recesivnim ali kodominantnim tipom dedovanja. V nadaljnjih raziskavah pa 
so ugotovili, da je pigmentacija lahko tudi posledica poligenske kontrole, kot npr. pri številu 
črnih in rdečih pik potočne postrvi (Blanc in sod., 1994) ter srebrno in pikasto obarvanje 
kože pri šarenki (Kause in sod., 2003). 
 
Determinacija barve kože pri ribah je zapleten proces, ki vključuje celične, genetske in 
fiziološke dejavnike, ki skupaj določijo izgled ribe v določenem razvojnem stadiju (slika 
11). Nekateri dejavniki so odgovorni za stabilen barvni fenotip, drugi so pod vplivom okolja 
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in lahko povzročijo dinamičen fenotip, kjer se barve spreminjajo (Colihueque, 2009; slika 
11). 
 
Salmonidi dosežejo svojo obarvanost in končni pigmentni vzorec šele s spolno zrelostjo, v 
zgodnejših fazah razvoja je obarvanost zelo podobna pri različnih vrstah. Vse imajo na 
pobočnici prisotne t. i. (navpične) juvenilne proge. Obarvanost odraslih je zelo raznolika, v 
grobem jo lahko razporedimo v različne skupine glede na svetlost ozadja in distribucijo pik 
(svetlo/temno ozadje s temnimi, svetlimi ali obarvanimi pikami). Redkeje se pojavlja tudi 
labirintni vzorec (npr. pri soški postrvi).  
 
 
Slika 11: Determinacija pigmentacije pri ribah (Colihueque, 2009: 73). 
Figure 11: Factors that determine skin color in fish (Colihueque, 2009: 73). 
 
Čeprav je znotraj vrste pigmentni vzorec enoten, je lahko variabilnost med osebki zelo 
velika, kar so opazili zlasti pri številu črnih in rdečih pik pri potočni postrvi (Blanc in sod., 
1994), številu črnih pik pod lateralno linijo (Islam in sod., 1973) in številu črnih pik ter barvo 
ozadja na trupu pri šarenki (Colihueque, 2009). Barve se lahko spreminjajo tudi med drstno 
sezono, kar doprinese k izrazitemu spolnemu dimorfizmu v tem obdobju (Ade, 1989, cit. po 
Colihueque, 2009). Prav tako je tudi pri postrvih ohranjen evolucijsko starejši mehanizem 
dorzo-ventralne obarvanosti, kjer je dorzalna stran temneje obarvana kot ventralna 
(trebušna), kar skupaj s srebrnim leskom naredi postrvi manj vidne v vodi pri pogledu z vrha 
ali dna. Te lastnosti imajo adaptivno vrednost in so se najverjetneje razvile z naravno 
selekcijo. 
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Do sedaj so raziskali morfološke in tudi genetske razlike v pigmentaciji nekaj naključnih 
mutantov med salmonidi, npr. albino (Nakamura in sod., 2001) in rumeni mutanti 
(Yamamoto in sod., 1999), ki so nastali kot posledica depigmentacije melanofor zaradi 
napak v sintezi melanina; ter različni modri odtenki mutantov, ki nastanejo kot posledica 
strukturnih sprememb vključkov/pigmentov v kromatoforah in Tyndallovega pojava (Blanc 
in sod., 2006). Večina je mutantov šarenke, le albino in lisast mutant (angl. mottled, 
izmenjujoče rumeno-črne lise v koži) je bil opisan še pri nekaterih drugih vrstah (S. 
fontinalis, S. namaychus, O. tshawytscha, O. masou ishikawai; Colihueque, 2009; Yamaki 
in sod., 2006). 
 
Objavljenih je bilo le nekaj morfoloških raziskav glede kromatofor in njihove razporeditve 
v koži salmonidov. Ti naj bi v koži vsebovali štiri pigmentne celice: melanofore, ksantofore, 
iridofore in eritrofore (Leclercq in sod., 2010). Informacija o njihovi ultrastukturi je omejena 
na nekaj vrst salmonidov: atlantski losos, S. salar (Harris in Hunt, 1975), srebrni losos, 
Onchorhynchus kisutch (Hawkes, 1974), potočna zlatovčica, S. fontinalis, potočna postrv, S. 
trutta m. fario in šarenka, O. mykiss (Kaleta, 2009). Vsi avtorji so opisovali tri vrste 
pigmentnih celic (melanofore, ksantofore in iridofore), iridofore pa razdelili še na dva tipa, 
ki jih glede na obliko lahko ločimo na globularne in dendritične (Hawkes, 1974; Kaleta, 
2009). Nobeden pa ni v koži opazil eritrofor, omenili so jih le Leclercq in sod. (2010). Ti so 
jih opazili v koži atlantskega lososa, natančneje na melanoforah oziroma v obrobju črnih 
pik, kjer so eritrofore tvorile rdeči obroč. Na žalost pa v preglednem članku ni nobenih 
fotografij ali informacij o ultrastrukturi teh pigmentnih celic. 
 
Razporeditev kromatofor pri večini rib, tudi pri salmonidih, ni tako organizirana kot npr. pri 
dvoživkah in plazilcih (Bagnara in Matsumoto, 2007, cit. po Braasch in sod., 2009a). Izjema 
je npr. cebrica, kjer je raven organizacije zelo visoka (Hirata in sod., 2003). Hawkes (1974) 
je pri vrsti O. kisutch opazil prisotnost kromatofornih enot, kjer gre za združevanje 
melanofor in iridofor v skupke, vendar le v koži, ki prekriva glavo in je brez lusk. Te enote 
so bile predhodno že opisane pri nekaterih nižjih vretenčarjih (Bagnara in sod., 1968), vendar 
se mnenja glede njihove prisotnosti v koži salmonidov razlikujejo. Kaleta (2009) npr. opisuje 
prisotnost kromatofornih enot v koži postrvi, Bagnara in Ferris (1971) (cit. po Hawkes, 
1974) pa v svoji raziskavi nista našla takih enot.  
 
Sivka in sod. (2012) so v svoji raziskavi opredelili morfologijo kože in razlike med soško in 
potočno postrvjo. Povrhnjica kože je bila tako pri soški postrvi debelejša kot pri potočni, je 
pa debeljenje povrhnjice znak staranja ribe, saj se ta veča s starostjo. V zgornjem in srednjem 
delu vrhnjice so našli mnogo čašastih celic, ki izločajo mukus. Kromatofore so bile prisotne 
le v usnjici. Melanofore so bile pri soški postrvi večje, vendar redkejše kot pri potočni 
postrvi. Njihovo število je bilo tekom razvoja in različno starih osebkov primerljivo. Pri 
odrasli soški postrvi, ki izraža labirinten vzorec, so bile melanofore na svetlih območjih 
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redkejše in manjše (skrčene), medtem ko so bile pri potočni postrvi bolj enakomerno 
razporejene. 
 
Prav tako so že identificirali tudi nekatere gene, ki so vključeni v obarvanost kože pri 
salmonidih. Ti sodelujejo pri sintezi melanina (tyr, tyrp1, dct, silv), sintezi pteridinov (gchla, 
gchfr, pts, spr, clot, pcbd, dhpr in pam; Braasch in sod., 2007) ali diferenciaciji ksantofor 
(csflr; Parichy in sod., 2000b). Več kot polovica teh genov je v genomu rib prisotna v 
duplikatih (npr. tyr, silv, gchla, gchfr, dhpr, pcbd in pam). Braasch in sod. (2007) v 
preglednem članku povzemajo ugotovitve, ki nakazujejo na to, da so se nekateri od teh genov 
podvojili ob zgodnji podvojitvi genoma, ki se je pri ribah zgodila pred 250–350 milijoni let 
(npr. tyr), ostali so posledica avtotetraploidizacije, npr. pri salmonidih, ki je dokaj recenten 
dogodek, ki se je zgodil pred 25–100 milijoni let (npr. gchla). Predvidevajo, da so bili prav 
dogodki podvojevanja genoma pomembni v evoluciji barvnih genov, kar bi razložilo tako 
veliko diverziteto barv in barvnih vzorcev pri ribah, še posebno pri salmonidih (Braasch in 
sod., 2007). 
 
Poleg morfološke raziskave kože in pigmentnih celic v njej je bila narejena tudi raziskava, 
kjer so iskali specifične gene, ki vplivajo na razliko v pigmentnem vzorcu med soško in 
potočno postrvjo (Sivka in sod., 2013). Z uporabo salmonidne 32K cDNA mikromreže so 
primerjali transkriptom dveh vrst. Rezultate so preverili še s qRT-PCR in dobili štiri 
statistično značilno različno izražene kandidatne gene (hdac1, vps18, dct and scg2a), ki so 
vključeni v pigmentacijo pri živalih. Hdac in dct sta vključena v signalno pot Wnt, vps18 v 
biogenezo melanosomov, sdg2a pa deluje kot fiziološki dejavnik pri pigmentaciji kože in 
ima najverjetneje pomembno vlogo pri pakiranju prohormona Pomc. Avtorji so na podlagi 
svojih in dotedanjih ugotovitev predpostavili pomembno vlogo reakcijsko-difuzijskega 
sistema ter signalne poti Wnt pri nastanku labirintnega pigmentnega vzorca, značilnega za 
soško postrv. 
 
Prav ta študija je predstavljala izhodišče za našo razširjeno raziskavo, ki z novimi 
tehnologijami želi ugotoviti, kateri genetski in celični mehanizmi stojijo v ozadju nastanka 
labirintnega vzorca pri soški postrvi. Odločili smo se, da bomo k temu vprašanju pristopili 
celostno, tako s celičnega vidika, kjer bi z elektronsko mikroskopijo in celičnimi kulturami 
skušali določiti ultrastrukturo, položaj in interakcijo pigmentnih celic v koži, ter tudi 
genetskega ozadja nastanka pigmentiranosti. V ta namen smo se poslužili novih metod 
sekvenciranja naslednje generacije, ki omogočajo pridobitev velikega števila podatkov v 
relativno kratkem času in so obenem tudi cenovno dostopne. Odločili smo se za 
sekvenciranje transkriptoma (metoda mRNA-seq) iz različno obarvanih predelov kože bližje 
sorodnih soške in potočne postrvi. V koži ima namreč soška postrv labirinten vzorec (slika 
12 B), ki je dokaj neobičajen pri postrveh, je pa tovrsten vzorec prisoten še pri nekaterih 
drugih vrstah (populacija potočne postrvi iz reke Otre na Norveškem (slika 10; Skaala in 
Solberg, 1997), pri med-rodovnih križancih Salmonidov (npr. S. trutta X Salvelinus 
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fontinalis, slika 9; Miyazawa in sod., 2010), mutantu cebrice Cx41.8M7 (slika 6; Watanabe 
in Kondo, 2012), deloma tudi pri mutantu jaguar/obelix (Iwashita in sod., 2006), pa tudi pri 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
Odrasle soške postrvi (starosti nad dve leti) smo pridobili v ribogojnici Tolminka iz Tolmina 
in potočne postrvi (starosti nad dve leti) v ribogojnici RD Bled. Postrvi so pri starosti dveh 
let dosegle spolno zrelost, razvil se je tudi končni pigmentni vzorec v koži. Dolge so bile od 
25 do 32 cm. Vse so bile predstavnice prve generacije postrvi, vzgojenih v ribogojnici, 
potomke staršev, ki so izvirali iz Zadlaščice (soška postrv) oziroma Malešnice (potočna 
postrv) v Sloveniji. Mladice so hranili z Biomar INICIO Plus (Danska), v odrasli dobi pa z 
Biomar EFICO Enviro 920. Pred odvzemom vzorcev kože so bile ribe omamljene s 
povišanim odmerkom sedativa/anestetika Tricaine-S (MS-222; Western Chemical, 
Ferndale, WA, ZDA) in usmrčene z udarcem v predelu vratu. Rokovanje s poskusnimi 
živalmi je potekalo v skladu z nacionalnimi zahtevami in sklepom U34401-60/2013/4, ki fa 
je sprejelo Ministrstvo za kmetijstvo in okolje za izvedbo raziskovalnih dejavnosti na ribjih 
tkivih. 
 
Vzorce za analizo smo pridobili iz lateralnega dela kože obeh vrst postrvi. S skalpelom smo 
odstranili večji kos kože, ki smo ga nato z uporabo 2-mm biopsijskih rezil (Kai Gropu, 
Tokyo, Japonska) dodatno razrezali in tako pridobili vzorce selektivno obarvanih delčkov 
kože (slika 12). 
 
 
Slika 12: Pigmentni vzorec pri (A) potočni in (B) soški postrvi. Kvadrata prikazujeta mesto odvzema kože. 
Figure 12: (A) brown and (B) marble trout skin pattern. Black boxes indicate the area of the skin 
used for sections. 
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3.2.1 Proučevanje razlik na nivoju celičnih struktur in njihovih interakcij 
3.2.1.1 Svetlobna in presevna elektronska mikroskopija pigmentnih celic 
Po odvzemu smo večje vzorce kože soške in potočne postrvi najprej pregledali s svetlobnim 
mikroskopom (Nikon Eclipse, TE-2000U). Z uporabo 2-mm biopsijskih rezil (Kai Group, 
Tokyo, Japonska) smo selektivno izrezali majhne koščke različno obarvane kože na 
lateralnem delu trupa soške postrvi (temni in svetli del) ter potočne postrvi (črna pika, rdeča 
pika in svetlo ozadje, slika 12). Vzorce smo potopili v mešanico 3-% paraformaldehida in 3-
% glutaraldehida v 0.1 M kakodilatnem pufru in fiksirali čez noč na 4 °C. Nadaljna priprava 
vzorcev in kriorezin je potekala na Inštitutu za biologijo celice Medicinske fakultete v 
Ljubljani. Vzorce smo najprej fiksirali še v 2-% osmijevem tetraoksidu za 2 uri na sobni 
temperaturi. Zatem smo jih obarvali z 2-% uranil acetatom v 50-% metanolu za 2 uri, jih 
nato dehidrirali v gradientni seriji etanola in vklopili v umetno smolo epon812 (Serva 
Electrophoresis, Heidelberg, Nemčija). Z uporabo Ultracut UCT mikrotoma (Leica, 
Avstrija) smo pripravili poltanke (1 µm) in ultratanke (65 nm) rezine. Poltanke rezine smo 
kontrastirali s toluidinskim modrilom, nato smo jih pregledali pod svetlobnim mikroskopom, 
da smo določili položaj pigmentnih celic. Na podlagi preliminarnih analiz poltankih rezin s 
svetlobnim mikroskopom smo namreč določili, katere regije so primerne za izdelavo 
ultratankih rezin. Ultratanke rezine so kontrastirali z uranil acetatom in svinčevim acetatom. 
Nato smo jih pregledali s presevnim elektronskim mikroskopom Philips CM100. Tako smo 
analizirali ultrastrukturo samih pigmentnih celic. 
3.2.1.2 Korelativna mikroskopija 
Z uporabo korelativne mikroskopije lahko pregledamo specifično celico tako pod 
svetlobnim, kot tudi elektronskim mikroskopom. V ta namen smo izolirane pigmentne celice 
gojili na petrijevki MatTek (MatTek corporation, Ashland, ZDA), ki ima na dnu vgravirano 
mrežo (slika 13). Na podlagi mreže se lahko ustrezno orientiramo pri izdelavi preparata za 
elektronsko mikroskopijo. Po dveh dneh gojenja smo izbrali tarčne celice, jih sprva 
fotografirali pod svetlobnim mikroskopom in jih nato pripravili za elektronsko 
mikroskopijo. Fiksacija in vklapljanje v epon je potekala po protokolu, opisanem v poglavju 
Svetlobna mikroskopija in mikroskopija TEM pigmentnih celic, vendar je v tem primeru 
samo rezanje vzorca veliko bolj zahtevno, saj je treba pred rezanjem rezin sprva razrezati le 
izbrano celico. Shematski prikaz rezanja je prikazan na sliki 14 (Mironov, 2005). Vklapljanje 
in rezanje vzorcev za korelativno mikroskopijo je prav tako potekalo na Inštitutu za biologijo 
celice na Medicinski fakulteti. 
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Slika 13: Petrijevke MatTek z vgravirano mrežo. 
Figure 13: MatTek dishes and their gridded bottom. 
 
Slika 14: Shematski prikaz priprave preparata za korelativno mikroskopijo (Mironov, 2005: 49). (A) Shematski 
prekaz mreže in položaja celice (debelejša puščica) in vdolbin (krog, tanjši puščici). (B) Položaj piramide 
(bloka). (C) Položaj vzorcev na nosilcu v kriostatu po ustrezni orientaciji in odstanjenih robovih. Majhna 
puščica prikazuje položaj noža glede na piramido. 
Figure 14: Shematic review of sample preparation for correlative microscopy (Mironov, 2005: 49). (A) Scheme 
of the grid and the position of the cell (thick arrow) and cavities (circles, thin arrows). (B) Position of the 
pyramid. (C) The position of the sample after the orientation and trimming of the edges (thick arrows) of the 
sample. The small arrow indicates the position of the knife related to the pyramid. 
3.2.1.3 Primarna celična kultura pigmentnih celic in intervalno zajemanje fotografij 
Iz kože soške in potočne postrvi smo vzpostavili prvo primarno celično kulturo pigmentnih 
celic, ki pa ni bila povsem homogena in je vsebovala še druge celice iz usnjice in povrhnjice 
kože postrvi. Postopek izolacije je slonel na prilagojenem protokolu avtorjev Yamanaka in 
Kondo (2014). Po odvzemu smo kožo razrezali na manjše koščke, jih vstavili v 1 ml 
raztopine s tripsinom (2,5 mg/ml tripsina, 1,2 mg/ml BSA, 1 mM EDTA (vse Sigma-Aldrich, 
ZDA) v PBS) in na stresalniku rahlo stresali 80 min pri temperaturi 20 °C. Po trikratnem 
spiranju s PBS smo vzorce tretirali z raztopino, ki je vsebovala kolagenazo (1 mg/ml 
kolagenaze tipa I (Sigma-Aldrich, ZDA), 0,1 mg/ml DNaze I (Thermo Fisher Scientific, 
MA, ZDA), 100 µl/ml FBS (Merck, ZDA), 1,2 mg/ml BSA v PBS) ter jih 80 min stresali pri 
hitrosti 1.000 rpm na 20 °C. Celično suspenzijo smo nato filtrirali preko mreže s porami 
velikosti 25 µm ter centrifugirali na 30 g na sobni temperaturi. Z namenom ločitve 
pigmentnih celic od ostalih celičnih tipov smo celično suspenzijo dodatno centrifugirali čez 
gradient Percolla (Sigma-Aldrich, ZDA). Pelet celic smo nato resuspendirali v gojišču (L-
15, 5-% antibiotik-antimikotik (Sigma-Aldrich, ZDA)) in nasadili na petrijevko, prevlečeno 
s substratom Geltrex (Thermo Fisher Scientific).  
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Izolirane celice smo čez noč gojili na svetlobi pri 20 °C. Na svetlobi smo jih gojili zato, ker 
se pigmentne celice sicer neposredno odzovejo na svetlobo z razpršenostjo oziroma temo s 
kopičenjem organelov. Naslednji dan smo polovico gojišča zamenjali z novim gojiščem, ki 
je za razliko od prvega vseboval še 20 % FBS (končna koncentracija FBS je bila tako 10-%) 
ter s tem sprožili aktivno raztezanje pigmentnih celic. Na invertnem svetlobnem mikroskopu 
Nikon TE-2000U smo nastavili intervalno zajemanje slik na več točkah (v 20-minutnih 
intervalih, za 72 ur). Točke smo izbrali na podlagi lokacij pigmentnih celic in bližine več 
različnih pigmentnih celic, kjer bi potencialno lahko prišlo do interakcije med njimi.  
3.2.2 Proučevanje razlik na nivoju genov 
3.2.2.1 Priprava vzorcev  
Laserska mikrodisekcija 
Laserska mikrodisekcija (angl. Laser Capture Microdissection (LCM)) je metoda izolacije 
specifičnih celic iz mikroskopskih preparatov tkiva z laserjem. Metoda nam tako omogoča 
ločitev subpopulacij celic z neposrednim mikroskopskim opazovanjem, ki jih nato proučimo 
z molekularnimi metodami (Mrak in Kraigher, 2014). Z metodo LCM smo želeli izolirati 
izključno pigmentne celice iz kože postrvi in sicer ločeno glede na vrsto pigmentnih celic 
(melanofore, ksantofore in iridofore, eritrofore).  
 
Po odvzemu tkiva kože smo selektivno izrezali majhne koščke različno obarvane kože na 
lateralnem delu trupa soške postrvi (temni in svetli del) ter potočne postrvi (črna pika, rdeča 
pika in svetlo ozadje). Vzorce smo takoj zatem potopili v tekoči dušik (N2) in jih hranili do 
postopka izdelovanja kriorezin na –80 °C. Koščke tkiva smo na nosilec pritrdili z raztopino 
OCT, vendar smo se skušali izogniti temu, da bi vzorec vanjo potopili, saj ta škodi 
nadaljnjemu procesu rezanja z laserjem. Kriorezine smo rezali na predhodno razkuženem in 
ohlajenem kriomikrotomu. Debelina rezin je bila 11–16 µm. Rezine smo položili na 
predhodno sterilizirana in ohlajena objekta stekla in jih fiksirali najprej 2 min v 70-% EtOH 
(etanol razredčen v vodi, predhodno tretirani z 0,1-% DEPC), ter nato še 1 min v 100-% 
EtOH. Če so zajete rezine poleg tkiva vsebovale tudi OCT, smo jih pred fiksacijo v 70-% 
EtOH še trikrat spirali v ohlajeni vodi, tretirani z DEPC. Stekelca z rezinami smo shranili v 
sterilnih plastičnih 50-ml centrifugirkah na –80 °C. 
 
Laserska mikrodisekcija se je izvajala na sistemu PALM MicroBeam z invertnim 
mikroskopom ZEISS in izvorom laserske svetlobe PALM. Preden smo odprli centrifugirke, 
smo pustili, da so se segrele na sobno temperaturo. Laser smo ustrezno kalibrirali (do ostrega 
reza) in zoptimizirali nastavitve (CloseCut (energy:69 in focus:79) + AutoLPC (delta:8)), da 
so bile primerne za naše vzorce. Nato smo v čim krajšem času (največ 30 min) iz rezin z 
laserjem izrezali večje število posameznih pigmentnih celic (slika 15). Te smo glede na tip 
celic zbirali v 0,2-ml mikrocentrifugirkah (tubicah) z adhezivnim pokrovčkom, ki so 
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namenjene prav uporabi sistema ZEISS. Ko izbrane celice izrežemo, se namreč z 
defokusiranim laserskim žarkom katapultirajo v zbirno posodico nad njimi (slika 16). Gre 
torej za brezstično zajemanje materiala. Izolacijski pufer (Arcturus Pico Pure RNA Isolation 
Kit) smo odpipetirali v mikrocentrifugirko in celice sprali s pokrova, nato pa nadaljevali z 
izolacijo RNA (slika 16). Da bi dosegli višjo koncentracijo izolirane RNA, smo pred 
izolacijo združevali material iz dveh mikrocentrifugirk z enako vrsto pigmentnih celic. Za 
izolacijo RNA smo uporabili kit Arcturus Pico Pure RNA Isolation Kit (Applied Biosystems, 
ZDA), ki je namenjen izolaciji molekul RNA iz zelo majhnih vzorcev. Po izolaciji smo na 
sistemu Agilent Bioanalyser 2100 (Agilent, ZDA) za izvajanje nukleinske elektroforeze na 
čipih z uporabo protokola Agilent PicoAssay, ki uporablja kemijo, primerno za nizke 
koncentracije izolirane RNA, preverili kakovost naše RNA in izmerili njeno koncentracijo. 
 
 
Slika 15: Izolacija celic z metodo LCM. (A) Izbrane pigmentne celice pred odvzemom. (B) Izbrana regija po 
odvzemu. (C-D) Pogled na izoliran material v pokrovčku mikrocentrifugirke. Velikost merilc: 150 µm. 
Figure 15: LCM sample collection. (A) Selected pigment cells before collection. (B) After cell collection. (C-
D) View of collected material in the cap of the tube. Scale bars: 150 µm. 
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Slika 16: Prikaz brezstičnega odvzema vzorcev z metodo LCM (Zeiss, LCM protocols, RNA handling: 17). 
Figure 16: LCM dry collection procedure (Zeiss, LCM protocols, RNA handling: 17). 
Odvzem lusk  
Ena od bolj enostavnih metod za izolacijo pigmentnih celic iz kože je izolacija celic, ki se 
nahajajo v neposredni bližini lusk na specifično obarvanih predelih kože. Na različno 
obarvanih delih smo s pinceto iz kože povlekli luske in jih shranili v ekstrakcijskem pufru 
ter zatem nadaljevali z izolacijo RNA. 
Metoda je sicer zelo enostavna, vendar zajema samo določene skupine pigmentnih celic, 
hkrati pa poleg pigmentnih tako odvzamemo še druge celice povrhnjice in lusko samo. 
Kriorezine 
Odvzem tkiva in izdelovanje kriorezin je potekalo kot pri zgoraj opisani metodi laserske 
mikrodisekcije. Po odstranitvi nekaj začetnih kriorezin, kjer smo odstranili plasti povrhnjice, 
smo naslednje rezine iz tarčnega območja s pigmentnimi celicami neposredno prenesli v 
ekstrakcijski pufer (slika 17) ter v naslednjem koraku izolirali RNA.  
 
 
Slika 17: Vzorci, pridobljeni z biopsijskim rezilom pri (A) soški in (C) potočni postrvi. (B) Prikaz območja 
odvzetih kriorezin s pigmentnimi celicami. Velikost merilca: 50 µm. 
Figure 17: Biopsy samples used for the experiment in marble (A) and brown (C) trout. (B) cryosections region. 
Scale bar: 50 µm. 
 
 
Djurdjevič I. Transkriptomska analiza in celično ozadje … vzorca pri soški postrvi (Salmo marmoratus, Cuvier 1817). 




Vzorci za analizo qPCR 
Vzorce za analizo qPCR smo pridobili z odstranitvijo večjega dela kože, ki smo ga dodatno 
secirali z 2-mm biopsijskim rezilom (Kai Group, Tokyo, Japonska). S tem smo enostavno in 
učinkovito ločili različno obarvane regije med sabo (slika 17A in C). 
3.2.2.2 Transkriptom pigmentnih celic 
RNA iz kriorezin smo izolirali s kitom Arcturus Pico Pure RNA Isolation Kit po 
predpisanem protokolu. Vse vzorce smo tretirali tudi s kitom za odstranjevanje genomske 
DNA (DNA-free DNA Removal Kit; Thermo Fisher Scientific). Koncentracijo in integriteto 
(vrednost RIN) molekule RNA smo preverili na čipih RNA 6000 Pico LabChip na sistemu 
Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ZDA). RNA treh 
osebkov z najvišjo vrednostjo RIN smo združili v skupen vzorec. Vsi vzorci so imeli 
vrednosti RIN višje od 8,5. Skupno je nastalo pet vzorcev, izoliranih in združenih iz šestih 
osebkov (tri na vrsto), ki smo jih označili kot SPT, SPS, PPT, PPS in PPR (kjer je: PP = 
potočna postrv, SP = soška postrv, T = temno območje/črna pika, S = svetlo območje, R = 
rdeča pika). Vzorce smo poslali na pekinški inštitut za genomiko Beijing Genomics Institute 
(Hong Kong, Kitajska), kjer so iz 1 µg celokupne RNA na vzorec z uporabo oligo(dT) 
začetnih oligonukleotidov pripravili knjižnice za sekvenciranje. Te so sekvencirali z metodo 
2 x 100 nukleotidov dolgih obojestranskih odčitkov visokozmogljivega mRNA 
sekvenciranja (mRNA-seq) na dveh progah (na prvi dva vzorca soške postrvi (SPT, SPS), 
na drugi trije vzorci potočne postrvi (PPT, PPS, PPR)) na sekvenatorju naslednje generacije 
Illumina Hiseq 2000 (Illumina, San Diego, CA). 
 
Poravnavo transkriptoma na referenčni genom in anotacijo transkriptov je naredil 
bioinformatik Tomasz Furmanek, z norveškega inštituta za morsko raziskovanje Institute of 
Marine Research, Bergen, Norveška. Z uporabo Bowtie programskega orodja je sestavil 
transkriptom (oziroma transkripte poravnal na transkripte referenčnega genoma atlantskega 
lososa (Salmo salar, INSDC: AGKD00000000.4)) posameznih vzorcev. Različno izražanje 
genov je analiziral z uporabo NOISeq (Tarazona in sod., 2016) ob vrednosti praga 0,8. Nato 
smo za analizo diferenčno izraženih genov in iskanje kandidatnih genov uporabili različna 
orodja. Orodje k-means smo uporabili za združevanje genov v skupine s podobnim vzorcem 
izraženosti med našimi vzorci. Za anotacijo in funkcionalno razporeditev genov smo 
uporabili še konzorcij za ontologijo genov (GO, Gene Ontology) in prosto dostopno zbirko 
bioloških poti Kjotsko enciklopedijo genov in genomov (KEGG). Z razvrščanjem naših 
diferenčno izraženih genov v biološke poti, opisane v omenjeni zbirki, smo si pomagali pri 
kategoriziranju in anotiranju sosesk (angl. contigs) (Kanehisa in Goto, 2000; Kanehisa in 
sod., 2012).  
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3.2.2.3 Kvantitativni PCR v realnem času 
Vzorci, uporabljeni v kvantifikaciji z verižno reakcijo s polimerazo v realnem času (qPCR) 
so bili odvzeti z 2-mm biopsijskimi rezili (KAI group, Tokyo, Japonska), saj smo želeli čim 
bolj in čim hitreje med sabo ločiti različno obarvane dele kože. Z biopsijskimi rezili odvzete 
vzorce kože smo nato homogenizirali na homogenizatorju Percellys24 (Bertin Corp., 
Rockville, ZDA) z dodatkom kroglic iz cirkonijevega oksida (Bertin Corp., Rockville, 
ZDA). Strižne sile, ki nastanejo ob tresenju med kroglicami in tkivom, uspešno razbijejo 
medcelične vezi in celične membrane. RNA smo izolirali s kitom RNeasy Plus Universal 
Mini Kit, v skladu s predpisanim protokolom proizvajalca. Vzorce smo dodatno tretirali z 
DNazo I, prosto RNaz (Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, ZDA). Za sintezo 
komplementarne DNA (cDNA) smo uporabili le vzorce, kjer je bilo na spektrofotometru 
NanoVue (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) ocenjeno razmerje 
A260/280 ~ 2. V tem primeru je molekula RNA dovolj čista in brez ostalih primesi. Prav 
tako smo s spektrofotometrom izmerili koncentracijo RNA. Sinteza cDNA je bila narejena 
s kitom High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fischer Scientific) po 
predpisanem protokolu.  
 
Za analizo naših vzorcev s qPCR smo uporabili kemijo SYBR Green (SYBR Green PCR 
Master Mix, Thermo Fisher Scientific, MA ZDA). Pomnoževanje in meritve smo izvedli na 
napravi Viia7 Real-Time PCR System (Applied Biosystem, Thermo Fisher Scientific). 
Oligonukleotidne začetnike za pomnoževanje 100–200 bp dolgih regij izbranih kandidatnih 
genov (preglednica 4) smo načrtovali s programom Primer-BLAST (Coulouris et. al. 2012). 
Analizirali smo tudi deset potencialnih referenčnih genov (endogene kontrole; preglednica 
4, poglavje 4.2.3) in izbrali dva najbolj primerna, ki sta se enakomerno izražala pri vseh 
vzorcih; to sta bila: rps20 in pgk1. Izraženost kandidatnih genov smo analizirali na 10 
bioloških ponovitvah za vsakega od analiziranih tipov vzorcev (SPT, SPS, PPT, PPS in 
PPR), vsaka med njimi je bila narejena v triplikatih. Prav tako smo ob vsakokratnem 
pomnoževanju uporabljali tudi negativno kontrolo brez cDNA (NTC; no-template-control), 
kjer smo preverjali morebitne zunanje kontaminacije. Pred in nato tudi med vsakim 
poskusom smo naredili analizo standardne krivulje za referenčna in tarčne gene, kjer smo 
ocenili uspešnost pomnoževanja, ki je bila primerljiva med uporabljenimi začetnimi 
oligonukleotidi (preglednica 4, poglavje 4.2.3). Koncentracija oligonukleotidnih začetnikov 
v mešanici je bila 100 nM. Vse reakcije so potekale pod naslednjimi pogoji: 2 min na 50 °C, 
10 min na 95 °C, nato je sledilo še 40 ciklov pod pogoji 15 sek na 95 °C in 1 min na 60 °C. 
Na koncu vsakega poskusa je bila izvedena tudi analiza talilne krivulje, kjer smo potrdili, da 
je bil v reakciji samo en amplikon. 
 
Izraženost genov je bila preračunana z uporabo Pffaflove metode (Pffafl, 2001) z upoštevano 
učinkovitostjo pomnoževanja specifičnih amplikonov in normalizirana na geometrijsko 
sredino prej omenjenih referenčnih genov. Za oceno statistične značilnosti pri različno 
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izraženih vzorcih smo uporabili Studentov t-test. Kot statistično značilne smo označili 
vzorce z vrednostjo p < 0.05. 
3.2.2.4 Identifikacija polimorfizmov posameznih nukleotidov (mesta SNP) 
Poleg analize diferenčnega izražanja smo rezultate analize transkriptoma uporabili tudi za 
določevanje polimorfnih mest, med katerimi bi lahko bila mesta, odgovorna za raznolik 
pigmentni vzorec med vrstama. Analizo mest SNP je z orodjem PoPoolation prav tako 
opravil Tomasz Furmanek. Z namenom lažjega iskanja s pigmentacijo povezanih mest SNP 
smo gene, ki so vsebovali točkovne polimorfizme med vrstama, analizirali in uvrstili med 
biološke poti, v katerih sodelujejo, s KEGG in GO.  
3.2.2.5 Model nastanka marmoriranega vzorca 
Vzorčenje križancev 
Da bi preverili korelacijo med izraženostjo kandidatnih genov in pigmentnim vzorcem v 
koži postrvi, smo vzorčili tudi križance med soško in potočno postrvjo. Ti so v naravi še 
vedno prisotni na območjih, kjer so desetletja vlagali potočno postrv, ki je s svojo 
prisotnostjo in križanjem s soško postrvjo ogrozila obstoj čiste soške postrvi.  
S pomočjo ribičev iz RD Tolmin smo ulovili in fotografirali 13 križancev. Njihovo kožo 
smo nato z uporabo biopsijskih rezil razdelili na različno obarvane dele (svetla in temna 
regija, rdeče pike) in tako pridobili 37 vzorcev. Nadaljnji protokol (homogenizacija, izolacija 
RNA, qPCR kandidatnih genov) je bil enak kot pri vzorcih kože soške in potočne postrvi 
(poglavjI 3.2.2.1 in 3.2.2.3).  
Kvantifikacija pigmentnih vzorcev 
Za analizo kompleksnosti pigmentnih vzorcev smo uporabili metodo, opisano v članku 
Miyazawe in sod. (2010). Kompleksnost vzorca, celokupen barvni odtenek in delež območja 
rdečih pik so bili ocenjeni z avtorsko Pythonovo skripto (Miyazawa in sod., 2010) in uporabo 
knjižnice OpenCV. Kompleksnost vzorca je opredeljena z oceno enostavnosti vzorca (angl. 
The pattern simplicity score (PSS)), ki je definirana kot povprečje površine 
izoperimetričnega kvocienta obrisov, pridobljenih v posamezni sliki:  
PSS = ∑ 𝑤𝑖𝑄𝑖𝑖         … (1) 
kjer je  
                    … (2) 
izoperimetrični kvocient (ali cirkularnost) posameznega obrisa in 
                        … (3) 
2
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upoštevano območje obrisa, Si in Li sta območji in obseg posameznega obrisa. Celokupen 
barvni odtenek vzorca je definiran in izračunan kot razmerje neobarvanega območja (beli 
piksli v binarizirani sliki). Delež območja rdečih pik je bil izmerjen kot razmerje rdečkastih 
pikslov na fotografiji. 
3.2.2.6 Primerjava izražanja genov pri postrvih, ki izražajo marmoriran vzorec v koži 
Dva izmed kandidatnih genov, katerih vzorec izražanja je vsaj delno sledil vzorcu kože pri 
križancih, smo preverili še na dveh vzorcih postrvi, ki prav tako izražata marmoriran vzorec 
v koži. Gre za potočno postrv iz norvečke reke Otre in tigrasto postrv (križanec med potočno 
postrvjo in potočno zlatovčico).  
 
Iz vzorcev kože omenjenih vrst smo izolirali RNA, z metodo qPCR preverili izraženost 
kandidatnih genov in to primerjali z izraženostjo pri potočni postrvi.  
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4.1 PROUČEVANJE RAZLIK NA NIVOJU CELIČNIH STRUKTUR IN NJIHOVIH 
INTERAKCIJ 
4.1.1 Svetlobna mikroskopija in mikroskopija TEM kože in pigmentnih celic 
4.1.1.1 Struktura vrhnjice 
Vrhnjico (epidermis) sestavljajo epitelne celice in veliko število čašastih sekretornih celic. 
Strukturno je vrhnjica neporoženel večskladni ploščati epitelij, ki ga v najnižji plasti 
sestavljajo visokoprizmatske celice, proti vrhu pa vedno bolj ploščate celice, ki pa še vedno 
vsebujejo jedra (niso poroženele) (slika 18). Pigmentnih celic tukaj ni bilo, našli smo jih 
izključno v usnjici (dermisu). 
 
Slika 18: Ultrastruktura vrhnjice z epitelnimi in sekretornimi celicami. Opazili smo veliko dezmosomov, ki so 
povezovali epitelne celice (puščice v A in E). (B, C, F) Velike čašaste celice so napolnjene z mnogimi 
sekretornimi vezikli. (B) Čašasta celica med izločanjem proteoglikanov (puščica). (D) Bazalna lamina loči 
vrhnjico od usnjice. V vrhnjici ni bilo pigmentnih celic. bl, bazalna lamina; Ep, vrhnjica; G, čašasta celica. 
Merilce: 5 µm (A); 20 µm (B); 10 µm (C in F); 500 nm (D); 200 nm (E). 
Figure 18: Ultrastructure of epidermis with epithelial and secretory cells. Many desmosomes connecting 
epithelial cells are visible (arrowheads in A and E). (B, C, F) Large goblet cells filled with many secretory 
vesicles. (B) Goblet cell secreting acid proteoglycans (arrow). (D) Basal lamina separating the epidermis from 
the dermis. There were no pigment cells in the epidermis. bl, basal lamina; Ep, epidermis; G, goblet cell. Scale 
bars: 5 µm (A); 20 µm (B); 10 µm (C and F); 500 nm (D); 200 nm (E). 
E F 
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4.1.1.2 Pigmentne celice v usnjici soške in potočne postrvi 
Tako s svetlobnim kot z elektronskim mikroskopom smo v koži obeh proučevanih vrst 
postrvi potrdili prisotnost treh tipov pigmentnih celic (melanofor, ksantofor in iridofor; slike 
19, 21–25). Poleg njih smo v koži potočne postrvi okarakterizirali še četrti tip pigmentnih 
celic, eritrofore (sliki 19F in 25).  
 
 
Slika 19: Trije tipi pigmentnih celic v koži soške (A, C in E) in štirje tipi pigmentnih celic v koži potočne 
postrvi (B, D in F) pod svetlobnim mikroskopom. (D) Iridofore prekrivajo del izolirane luske (puščice). (F) 
Območje rdeče pike z rdeče obarvanimi eritroforami (tipa 2) in nekaj melanoforami. Glave puščic nakazujejo 
ksantofore; Ir, iridofore; M, melanofore. Merilce: 100 µm (A–C, E in F); 50 µm (D). 
Figure 19: Three pigment cell types under light microscope in the skin of marble (A, C, and E) and four pigment 
cell types in the skin of brown trout (B, D, and F). (D) Iridophores covering a part of the extracted scale 
(arrows). (F) Red spot area with red coloured erythrophores (type 2) and some melanophores. Arrowheads 
indicate xanthophores; Ir, iridophores; M, melanophores. Scale bars: 100 µm (A–C, E, and F); 50 µm (D). 
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Z uporabo svetlobnega mikroskopa smo najprej določili položaj pigmentnih celic (slika 20). 
Večina pigmentnih celic je v kompaktnem delu tik pod vrhnjico (stratum compactum), nekaj 
posameznih pa najdemo v globljih plasteh, tudi pod luskami. Natančen položaj in 
ultrastrukturo pigmentnih celic smo določili z uporabo elektronske mikroskopije (slike 21–
25).   
 
 
Slika 20: Poltanke rezine iz kože soške in potočne postrvi. (A, C) Poltanke rezine iz kože soške postrvi, kjer 
so melanofore, ki ležijo takoj pod vrhnjico, veliko bolj zgoščene na temni regiji (A) kot pa na svetli regiji kože 
(C). (B, D–F) Poltanke rezine iz kože potočne postrvi. (B) Vzorec iz temne pike ima pas melanofor lociran v 
stratum compactum. (D) Svetla regija. (E, F) Poltanke rezine iz rdečih pik z eritroforami (tip 2), ki vsebujejo 
rdeč pigment (karotenoide); puščica označuje iridofore, ki ležijo na luski. V vrhnjici obeh vrst so prisotne 
velike čašaste celice (A–E). De, usnjica; Ep, vrhnjica; Er2, eritrofore (tip 2); G, čašaste celice; Ir, iridofore (tip 
S); M, melanofore; S, luska. Merilce: 100 µm (A–E); 50 µm (F). 
Figure 20: Semi-thin sections from the skin of marble trout and brown trout. (A, C) Semi thin sections from 
the skin of marble trout showing more melanophores present just under the epidermis in the dark region (A) 
than in the light region (C). (B, D–F) Semi-thin sections from the skin of brown trout. (B) Dark spot region 
with a melanophore layer located in the stratum compactum. (D) Light region. (E, F) Semi-thin sections from 
the red spot region with erythrophores (type 2) containing red pigment (carotenoids); arrows indicate 
iridophores present on the scale. Big goblet cells in the epidermis of both species can be seen (A–E). De, 
dermis; Ep, epidermis; Er2, type 2 erythrophores; G, goblet cells; Ir, type S iridophores; M, melanophores; S, 
scale. Scale bars: 100 µm (A–E); 50 µm (F). 
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V temni regiji kože soške postrvi in črnih pikah v koži potočne postrvi najdemo neprekinjen 
pas melanofor v regiji stratum compactum (slike 20A in 21 za soško ter 20B in 23 za 
potočno). Zaradi njihove črno-rjave barve in dendritične oblike smo jih najlažje prepoznali. 
Zaradi melanina, ki ima visoko elektronsko gostoto in se nalaga v melanosomih, ti delujejo 
povsem črni. Jedra melanofor so bila velikokrat nepravilnih oblik, z nagubano jedrno 
membrano (slike 21E, 23C–E in 24D). V nekaterih rezinah je bilo znotraj melanofor 
navidezno prisotnih več jeder (glede na velikost celic je možnost, da je prisotnih več jeder, 
realna, druga možna razlaga je, da bi šlo za eno zelo razvejano jedro). 
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Slika 21: Mikrografije TEM pigmentnih celic iz temnega območja kože soške postrvi. (A,B) Regija med 
usnjico in vrhnjico pod manjšo povečavo. Površina kože je zgoraj pri (A) in levo pri (B). Prisotne so vse tri 
pigmentne celice, melanofore so običajno nad iridoforami in ksantoforami. (C) Vse tri pigmentne celice pod 
večjo povečavo. (D) Stik med melanoforo in ksantoforo na začetku usnjice. Obdani sta s kolagenskimi vlakni. 
(E) Melanofora z nepravilno oblikovanim jedrom. (F) Melanofore obkrožajo iridoforo. (F, G) Skupki 
pigmentnih celic v usnjici. Kolagenska vlakna obdajajo skupke ali posamezne pigmentne celice. V neposredni 
bližini pigmentnih celic so velikokrat celice, ki so napolnjene z granularnim ER. Površina kože je na levi. (H) 
Melanofora z mikrotubuli v citopazmi. (I) Ultrastruktura melanofor z okroglimi, elektronsko gostimi 
melanosomi. bl, bazalna lamina; Cf, kolagenska vlakna; De, usnjica; Ep, vrhnjica; ER, endoplazmatski 
retikulum; Ir, iridofore tipa S; M, melanofore; Mt, mikrotubuli; Nu, jedro; X, ksantofore. Merilce: 20 µm (A); 
5 µm (B); 2 µm (C–G); 1 µm (H); 500 nm (I). 
 
se nadaljuje 
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Figure 21: TEMs showing pigment cells in the dark region of marble trout skin. (A, B) Low magnification 
image of the area between the dermis and epidermis. The skin surface is at the top in (A) and on the left in (B). 
All three pigment cell types are present, with melanophores more common and usually in the upper dermis 
compared with iridophores and xanthophores. (C) Higher-magnification image showing all three pigment cell 
types. (D) Melanophore–iridophore connection at the beginning of the dermis, surrounded by collagen fibres. 
(E) Melanophore with an irregular-shaped nucleus. (F) Melanophore surrounding the iridophore. (F, G) 
Different connections between pigment cells in the dermis. Collagen fibres are surrounding individual or small 
clusters of pigment cells. Cells filled with closely packed sheets of granular ER are often found in the proximity 
of pigment cells. The skin surface is on the left. (H) Melanophore with microtubules in the cytoplasm. (I) 
Melanophore ultrastructure with round electron-dense melanosomes. bl, basal lamina; Cf, collagen fibres; De, 
dermis; Ep, epidermis; ER, endoplasmic reticulum; Ir, type S iridophores; M, melanophores; Mt, microtubule; 
Nu, nucleus; X, xanthophores. Scale bars: 20 µm (A); 5 µm (B); 2 µm (C–G); 1 µm (H); 500 nm (I). 
 
V svetlem in temnem delu kože soške postrvi ter svetlem delu kože potočne postrvi smo 
opazili ksantofore z dvema tipoma pigmentnih organelov, ksantosomi in karotenoidnimi 
vezikli (sliki 21 in 22). S svetlobno mikroskopijo je bilo zaradi izgube pigmenta nemogoče 
določiti položaj ksantofor, smo pa njihovo lego in ultrastrukturo uspešno definirali s TEM. 
Ksantosomi so bili vedno prisotni v ksantoforah. Po obliki in velikosti so podobni 
melanosomom (s premerom 0,5 µm), vendar so elektronsko manj gosti, vsebujejo laminarne 
vključke oziroma so včasih tudi prazni. Karotenoidni vezikli so manjši (okvirni premer 0,1 
µm) in vsebujejo pigmente karotenoide. Glede na tip in količino pigmentov so bili različnih 
odtenkov rumene ali oranžne barve, kar se je lepo videlo pod svetlobnim mikroskopom. 
 
nadaljevanje slike 21 
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Slika 22: Mikrografije TEM pigmentnih celic iz svetlega območja kože soške postrvi. (A–D) Manjša povečava 
območja stika med vrhnjico in usnjico. Površina kože je zgoraj. Prisotni so vsi trije tipi pigmentnih celic. 
Melanofor je manj in običajno ležijo nižje v usnjici kot pri temnem območju (B–D), z izjemami (A, B). 
Večinoma so v zgornjem sloju pigmentnih celic prisotne iridofore in ksanofore. Iridofore so napolnjene z 
različno orientiranimi ploščicami ali praznimi podolgovatimi prostori (na območjih, kjer so bile prej ploščice). 
(E) Stik med iridoforo in ksantoforo. (F) Ultrastruktura vseh treh prepletajočih se pigmentnih celic. (E, F) 
Vezikli v citoplazmi iridofor in ksantofor (puščice). (G) Irodofora z okroglim jedrom in ploščicami. bl, basal 
lamina; Cf, collagen fibres; ER, endoplazemski retikulum; Ir, iridofore tipa S; M, melanofore; MH, 
mitohondrij; Nu, jedro; pl, ploščice; X, ksanthofore. Merilce: 10 µm (A, B, D); 2 µm (C, E, G); 1 µm (F). 
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Figure 22: TEMs showing pigment cells in the light region of marble trout skin. (A–D) Low magnification 
images of the area between the dermis and epidermis. The skin surface is at the top. All three pigment cells are 
present. The less abundant melanophores are usually located deeper in the dermis than in the dark region (B–
D), with exceptions (A, B). Mainly iridophores or xanthophores are present in the uppermost layer of pigment 
cells. Iridophores are filled with differently oriented platelets or empty lacunas (where platelets are lost). (E) 
Direct contact between an iridophore and xanthophore. (F) Ultrastructure of three pigment cell types that are 
intermingled. (E, F) Vesicles in the cytoplasm of iridophores and xanthophores (arrows). (G) An iridophore 
with round cell nucleus and plenty of platelets. bl, basal lamina; Cf, collagen fibres; ER, endoplasmic reticulum; 
Ir, type S iridophores; M, melanophores; MH, mitochondria; Nu, nucleus; pl, platelets; X, xanthophores. Scale 
bars: 10 µm (A, B, D); 2 µm (C, E, G); 1 µm (F). 
 
Tretji tip pigmentnih celic – iridofore – vsebuje kristalinske ploščice, ki so pod določenim 
kotom odbijale svetlobo in delovale kot mavrične paličice (slika 19A, C–E). Vseeno jih je 
bilo težko opaziti na kosih kože, zlahka pa smo jih določili na pol in ultratankih rezinah 
zaradi oblike njihovih vključkov, tj. romboidnih ploščic. Te vsebujejo purine, ki so 
odgovorni za belo-srebrno obarvanost kože rib. Ploščice so ležale vzporedno ena na drugo, 
našli smo jih v dveh velikostih, odvisno od njihove lege v dveh tipih iridofor. Okrogle 
iridofore so vsebovale manjše ploščice (1–2 µm), zato smo jih okarakterizirali kot tip S (angl. 
small), daljše, dendritične iridofore so vsebovale daljše ploščice (5–10 µm) in so tako 
ustrezale tipu L (angl. large). Iridofore tipa S so bile prisotne v vseh predelih kože pri obeh 
vrstah (slike 21–25). Običajno so vsebovale eno okroglo oziroma ovalno jedro in 2–6 
različno orientiranih skupin ploščic. V vsaki skupini je bilo 2–20 vzporednih ploščic. 
Iridofore tipa L smo našli le v svetlem delu kože potočne postrvi (slika 24 D–E). Poleg tega, 
da so bile pri tem tipu iridofor ploščice daljše, so bile tudi vse orientirane v isto smer, 
vzporedno s površino kože (slika 24 D–E). Prav tako je bilo jedro pri teh iridoforah bolj 
podolgovate oblike. 
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Slika 23: Mikrografije TEM pigmentnih celic iz temne pike v koži potočne postrvi. Površina kože je zgoraj. 
(A–E) Vrhnji del usnjice s plastjo melanofor, ki so velikokrat tik pod bazalno lamino. (C–E) Melanofore z jedri 
nepravilnih oblik. (F) Melanofore z melanosomi in eritrofore (tipa 1) s karotenoidnimi vezikli, obdane s 
kolagenskimi vlakni. (G) Večja povečava vseh treh tipov pigmentnih celic [erythrofores (tip 1), iridofore in 
melanofore]. Orientacija ploščic je lahko različna znotraj iste celice. Mitohondriji v centru iridofore (puščice). 
(H) Citpolazma melanofore z okroglimi melanosomi, celičnim jedrom in mitohondriji. (I) Kontakt med 
melanoforo in celico, napolnjeno z ribosomalnim ER. bl, bazalna lamina; Cf, kolagenska vlakna; Er1, eritrofore 
tipa 1; ER, endoplazemski retikulum; Ir, iridofore tipa S; M, melanofore; MH, mitohondrij; Nu, jedro. Merilce: 
2 µm (A in C); 5 µm (B, D in E); 1 µm (F, G in I); 500 nm (H). 
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Figure 23: TEMs showing pigment cells in the black spot region of brown trout skin. Skin surface is at the top. 
(A–E) The beginning of the dermis with a melanophore layer usually immediately below the basal lamina. (C–
E) Melanophores with an irregular shaped nucleus. (F) Melanophores with melanosomes and erythrophores 
(type 1) with carotenoid vesicles surrounded by collagen fibres. (G) Higher-magnification of three types of 
pigment cells [erythrophores (type 1), iridophore and melanophore]. Orientation of the iridophore platelets can 
differ in the same cell. Mitochondria in the iridophore centre (arrows). (H) Melanophore cytoplasm with round 
melanosomes, cell nucleus and mitochondria. (I) Melanophore in contact with a cell filled with ribosomal ER. 
bl, basal lamina; Cf, collagen fibres; Er1, type 1 erythrophores; ER, endoplasmic reticulum; Ir, type S 
iridophores; M, melanophores; MH, mitochondria; Nu, nucleus. Scale bars: 2 µm (A and C); 5 µm (B, D, and 
E); 1 µm (F, G, and I); 500 nm (H). 
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Slika 24: Mikrografije TEM pigmentnih celic v svetlem območju kože potočne postrvi. Površina kože je na 
levi (A) in zgoraj (ostale). (A–G) Pigmentne celice prisotne v svetlem območju so večinoma ksantofore in 
iridofore. Melanofor ni (B), ali so redke (A, C), večinoma vsebujejo malo melanosomov (D–F). (B–D) 
Nepravilno oblikovana jedra pigmentnih celic. (D, E) Iridofore tipa L, ki smo jih našli le v svetlem območju 
kože potočne postrvi. (E) Večja povečava iridofore tipa L in melanofore z le nekaj malimi melanosomi in 
veliko mitohondriji. (F) Poleg kolagenskih vlaken najdemo v neposrednem kontaktu s pigmentnimi tudi celice, 
bogate z ribosomalnimi ER (G) Ksantofore obdane s kolagenskimi vlakni. (H) Ultrastruktura ksantosomov v 
ksantoforah, nekateri vsebujejo laminarne vključke, druge so prazne (puščice). (I) Iridofora z mnogimi 
paralelnimi ploščicami in velikim številom veziklov ob plazemski membrani (puščice). bl, bazalna lamina; Cf, 
kolagena vlakna; Ep, vrhnjica; ER, endoplazmatski retikulum; Ir, iridofore tipa S; IrL, iridofore tipa L; M, 
melanofore; MH, mitohondrij; Nu, jedro; pl, ploščice; X, ksantofore. Merilce: 20 µm (A); 2 µm (B in F); 5 µm 
(C in D); 1 µm (E, G in I); 200 nm (H). se nadaljuje 
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Figure 24: TEMs showing pigment cells in the light region of brown trout skin. Skin surface is to the left (A) 
and to the top (others). (A–G) Pigment cells present in the light region are mainly xanthophores and 
iridophores. Melanophores are absent (B), or rare (A, C), usually with scarce melanosome content (D–F). (B–
D) Pigment cell nucleus can have an irregular shape. (D, E) Type L iridophores, found only in the light region 
of brown trout skin. (E) Higher-magnification of type L iridophores and melanophores with only a 
few small melanosomes and several mitochondria. (F) Besides collagen fibres there are cells with ribosomal 
ER in contact with pigment cells. (G) Xanthophores surrounded by collagen fibres. (H) Ultrastructure of 
xanthosomes in xanthophores, with some parts containing lamellar insertions, while other parts are empty 
(arrows). (I) Iridophore with many parallel platelets and a large number of vesicles near the plasma 
membrane (arrowheads). bl, basal lamina; Cf, collagen fibres; Ep, epidermis; ER, endoplasmic reticulum; Ir, 
type S iridophores; IrL, type L iridophores; M, melanophores; MH, mitochondria; Nu, nucleus; pl, platelets; 
X, xanthophores. Scale bars: 20 µm (A); 2 µm (B and F); 5 µm (C and D); 1 µm (E, G and I); 200 nm (H). 
 
Poleg zgoraj opisanih tipov pigmentnih celic smo na dveh regijah (črne in rdeče pike) kože 
potočne postrvi opazili še četrti tip pigmentnih celic. Te so bile lepo vidne že pri 
pregledovanju kože pod svetlobnim mikroskopom (sliki 19F in 20E–F). Z uporabo TEM 
smo te eritrofore prvič razdelili v dva tipa. Eritrofore v črnih pikah so bile ultrastrukturno 
podobne ksantoforam, le da so te vsebovale izključno en pigmentni organel – karotenoidni 
vezikel – in niso vsebovale ksantosomov. Te smo poimenovali kot tip 1 (slika 23F–G). Drugi 
tip eritrofor, ki smo ga poimenovali tip 2, smo odkrili z uporabo enega od enostavnejših 
pristopov korelativne mikroskopije, kjer smo primerjali dve zaporedni rezini rdeče pike 
potočne postrvi, najprej s svetlobno in zatem še z elektronsko mikroskopijo. Ta tip eritrofor 
je bil ultrastrukturno bolj edinstven. Eritrofore tipa 2, ki so bile pod svetlobnim 
mikroskopom rdeče-oranžne barve, smo pod svetlobnim mikroskopom videli napolnjene z 
izključno enim tipom okroglih organelov (slika 25). Ti so bili sicer podobni karotenoidnim 
veziklom, prisotnim v eritroforah tipa 1, vendar so bili izrazito večji (premer do 1 µm), zato 
smo jih označili kot eritrosome. S premerom 1 µm so bili večji od ostalih vključkov v drugih 
pigmentnih celicah (premer melanosomov in ksantosomov = 0,5 µm, karotenoidnih veziklov 
pa 0,1 µm).  
 
nadaljevanje slike 24 
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Slika 25: Mikrografije TEM pigmentnih celic iz rdeče pike v koži potočne postrvi. (A) Manjša povečava, kjer 
vidimo, da so v regji prisotne le eritrofore tipa 2. (A, D) Nepravilno oblikovano jedro eritrofor. (A–E) 
Ultrakstruktura eritrofore tipa 2 je drugačna kot pri drugih pigmentnih celicah, vendar podobna eritroforam 
tipa 1 s karotenoidnimi vezikli. (D, E) V nekaterih vzorcih so bili eritrosomi še napolnjeni s karotenoidi. (F) 
Irodofore tipa S na luski. bl, bazalna lamina; Cf, kolagenska vlakna; Er2, eritrofore tipa 2; ER, endoplazemski 
retikulum; Ir, iridofore tipa S; Nu, jedro; S, luska. Merilce: 10 µm (A); 5 µm (B); 1 µm (C–E); 2 µm (F). 
Figure 25: TEMs showing pigment cells in the red spot region of brown trout skin. (A) Low magnification 
showing erythrophores (type 2) as the only pigment cells present in this area. (A, D) Erythrophore cell nuclei 
with irregular shape. (A–E) Type 2 erythrophore ultrastructure is different from that of other pigment cells, but 
similar to type 1 erythrophores with carotenoid vesicles. (D, E) In some samples the inclusions appear still to 
be filled with carotenoid pigment. (F) Type S iridophores covering the scale. bl, basal lamina; Cf, collagen 
fibres; Er2, type 2 erythrophores; ER, endoplasmic reticulum; Ir, type S iridophores; Nu, nucleus; S, scale. 
Scale bars: 10 µm (A); 5 µm (B); 1 µm (C–E); 2 µm (F). 
 
Mitohondrije smo pogosteje opažali v citoplazmi ksantofor, iridofor in eritrofor kot pa v 
melanoforah. Kot melanofore so tudi ksantofore in eritrofore vsebovale jedra nepravilnih 
oblik ter veliko veziklov. V nasprotju z opažanji Faílde s sod. (2014) smo taka, nepravilno 
oblikovana, jedra le redko opazili v iridoforah. 
 
Kljub temu, da smo s TEM ločili dele, ki so vsebovali pigmentne celice in te tudi natančno 
okarakterizirali, pa pigmentne celice niso bile vedno v neposrednem stiku med sabo, temveč 
so bile večkrat ločene s kolagenskimi vlakni ali drugimi, ne pigmentnimi celicami (slika 
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23A, C, 24C, F). Citoplazma teh vmesnih celic je bila velikokrat gosto napolnjena z zrnatim 
endoplazemskim retikulum (ER), kar nakazuje na aktivno sintezo beljakovin. 
 
4.1.1.3 Primerjava organizacije pigmentnih celic v koži soške in potočne postrvi 
 
V kompaktnem sloju usnjice, ki leži tik pod povrhnjico, smo v temni koži soške postrvi in 
črnih pikah potočne opazili izrazit pas gosto posejanih melanofor (sliki 21 in 23). Čeprav 
smo pod svetlobnim mikroskopom na tem mestu opazili samo ta tip pigmentnih celic (slika 
20A–B), smo z uporabo elektronske mikroskopije odkrili, da so v temnih delih kože ali 
temnih pikah pri postrvih prisotni tudi drugi tipi kromatofor. Poleg velikega števila 
melanofor, ki so ležale v zgornjem sloju, smo našli še iridofore tipa S, s praznimi 
vzporednimi ploščicami, ki so običajno ležale pod melanoforami. V temnih predelih kože 
soške postrvi smo našli še ksantofore s ksantosomi in karotenoidnimi vezikli (slike 21, 22 in 
24), pri črnih pikah potočne postrvi pa eritrofore tipa 1, ki so vsebovale le karotenoidne 
vezikle (slika 23).  
 
V svetlih regijah kože soške in potočne postrvi so prevladovale ksantofore in iridofore tipa 
S. Melanofore so bile tukaj zelo redke, največkrat so ležale pod ksantoforami in iridoforami, 
občasno smo jih našli tudi nad njimi (sliki 22 in 24). V svetlih predelih kože potočne postrvi 
so melanofore običajno vsebovale tudi manj melanosomov (slika 24). V tej regiji smo poleg 
iridofor tipa S našli tudi iridofore tipa L, ki jih nismo zasledili v prav nobeni drugi regiji pri 
potočni postrvi, odsotne so bile tudi pri soški postrvi. Po drugi strani smo v svetlem predelu 
kože soške postrvi večkrat opazili iridofore tipa S, ki so ležale tik nad luskami (podatki niso 
prikazani).  
 
V rdeči piki potočne postrvi so bile poleg nekaj posameznih melanofor prisotne večinoma 
eritrofore tipa 2 (slika 25). Med pregledovanjem poltankih rezin iz tega območja smo opazili 
tudi še nekaj iridofor tipa S, ki so ležale nižje v usnjici, tik nad luskami.  
 
Poleg zgoraj omenjenih razporeditev so tako v temnih kot svetlih predelih kože obeh vrst 
pigmentne celice prisotne tudi pod luskami. Običajno so se pojavljale v manjših skupinah, 
ki se niso bistveno razlikovale glede na območje nahajanja (temno/svetlo). 
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4.1.2 Korelativna mikroskopija 
Z metodo korelativne mikroskopije smo potrdili obstoj dveh tipov eritrofor, ki se razlikujejo 
na podlagi velikosti in tipa vključkov. Celice iz rdeče pike smo gojili ločeno od ostalih 
pigmentnih celic in nato izolirali rdeče obarvane kromatofore iz dveh ločenih gojitvenih 
posodic (petrijevk). Serijo sledečih si kontrastiranih ultratankih rezin, pripravljenih za 
elektronsko mikroskopijo, smo pregledali pod TEM. Z metodo smo potrdili vsebnost 
karotenoidnih veziklov pri eritroforah tipa 1 in večjih – eritrosomov – pri eritroforah tipa 2. 
Vključka sta si zelo podobna, razlikujeta se predvsem v velikosti. Karotenoidni vezikli so 
tako veliki cca. 80 nm (79,8 ± 27), samo nekaj posameznih na celico jih je velikih tudi do 
max. 500 nm, eritrosomi pa od 200 nm pa do 1 µm (412 ± 185). 
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Slika 26: Eritrofora tipa 1. (A) Izolirana eritrofora na gojitveni posodici MatTek. (B–F) Ultrastruktura iste 
celice, slikane s TEM. Velikost merila: 100 µm (A); 2 µm (B); 200 nm (C); 400 nm (D); 600 nm (E–F). 
Figure 26: Erytrophore type 1. (A) Isolated erythrophore on MatTek dish. (B-F) Ultrastructure of the same cell, 
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Slika 27: Eritrofore tipa 2. (A) Izolirana skupina štirih eritrofor na gojitveni posodici MatTek. (B–F) 
Ultrastruktura istih celic, slikanih s TEM. Velikosti merila: 100 µm (A); 6 µm (B); 200 nm (C); 400 nm (D); 
600 nm (E–F). 
Figure 27: Erythrophores type 2. (A) Four isolated erythrophores on MatTek dish. (B–F) Ultrastructure of the 
same cells, observed under TEM. Scale bars: 100 µm (A); 6 µm (B); 200 nm (C); 400 nm (D); 600 nm (E–F). 
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4.1.3 Primarna kultura pigmentnih celic in intervalno zajemanje fotografij 
Po izolaciji smo uspešno pridobili primarno kulturo pigmentnih celic, ki pa ni bila homogena 
in je vsebovala tudi druge celice povrhnjice in usnjice. Da bi dosegli večjo homogenost, smo 
pred centrifugiranjem pod suspenzijo celic odpipetirali gradient percolla, s čimer smo celice 
le delno »očistili«, v kulturi so bili namreč še vedno prisotni tudi drugi tipi celic iz vrhnjice 
in usnjice. 
 
Z uporabo intervalnega zajemanja slik na mikroskopu Nikon TE-2000 U, ki z integrirano 
pomično mizo omogoča samodejno zajemanje fotografij na več območjih, smo lahko v enem 
poskusu spremljali premikanje in potencialno interakcijo večjega števila izoliranih 
pigmentnih celic. Čeprav smo zajemali fotografije celic na velikem številu lokacij (15–50 
lokacij na izolacijo; 17 izolacij), je le redko prišlo do ustrezne interakcije med različnimi tipi 
pigmentnih celic. Na podlagi dobljenih interakcij nismo opazili nobenega statistično 
značilnega odziva oziroma »obnašanja« celic (priloga A; izbrani posnetki so v priloženem 
CD-ju).  
 
Ob opazovanju posnetkov smo prišli še do nekaj pomembnih ugotovitev. Iridofore (tipa S) 
so v kulturi aktivno proliferirale, posnetih imamo kar nekaj delitev tega tipa pigmentnih celic 
(priloga A; posnetki 1, 3 in 4). Po daljšem gojenju so se v kulturi tvorili skupki iridofor (slika 
28C). Potrdili smo tudi prisotnost dveh jeder v večjih melanoforah. Ko so se te celice, polne 
z melanosomi, aktivno raztezale, so bila jedra namreč lepo vidna (slika 28A in 28D, priloga 
A; posnetki 3, 8 in 9). Tako kot melanofore, so imele tudi rumene iridofore zelo dolge 
izrastke, vendar ti niso vsebovali pigmenta (priloga A; posnetka 3 in 4). Čeprav ni bilo 
statistično različnega odziva med celicami izoliranih iz dveh vrst, smo vseeno opazili neko 
vrsto interakcije med pigmentnimi celicami. Pigmentne celice so se velikokrat odzvale le na 
stik z drugo pigmentno celico včasih z odmikom, še večkrat pa z združevanjem v večcelične 
skupke. V kulturi pigmentnih celic, izoliranih iz kože soške postrvi, smo opazili tudi 
iridofore tipa L (priloga A; posnetek 8), ki jih v koži soške postrvi med mikroskopiranjem s 
presevnim elektronskim mikroskopom nismo zasledili. Najverjetneje te ležijo v globjih 
plasteh kože, kjer smo že ob pregledu s presevnim elektronskim mikroskopom včasih 
zasledili kakšen skupek pigmentnih celic, vendar je njihova prisotnost neodvisna od vzorca 
v koži. 
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Slika 28: Primarna celična kultura pigmentnih celic. (A, D) Melanofori z dvemi jedri (puščici). (C) Skupki 
iridofor v kulturi, stari 14 dni. (E) Dva tipa iridofor (L in S). Velikosti merilc: 100 µm (A–D, F); 50 µm (E). 
Figure 28: Primary pigment cell culture. (A, D) Melanophores with two nucleus (arrows). (C) Gropus of 
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4.2 PROUČEVANJE RAZLIK NA NIVOJU GENOV 
4.2.1 Priprava vzorcev za sekvenciranje 
Da bi pridobili RNA izključno iz pigmentnih celic, smo za njihovo izolacijo od okoliškega 
tkiva izbrali metodo LCM. Kratek pregled števila z metodo LCM izrezanih elementov in 
njihove površine ter koncentracije in kakovosti izolirane RNA je podan v preglednici 2. Pri 
vzorcih označenih s T smo izolirali le melanofore, pri vzorcih s S večinoma ksantofore, pri 
vzorcih iz rdeče pike pa rdeče obarvane eritrofore. Tako gre tukaj pravzaprav za vzorce z 
izolirano RNA iz skoraj izključno ene vrste pigmentnih celic. 
Preglednica 2: Pregled vzorcev, pridobljenih z metodo LCM. 
Table 2: Overview of LCM samples. 
Vzorec Št. izrezanih elementov Površina (µm²) Koncentracija RNA (ng/µL) Vrednost RIN  
PPT 84 3.132.676 13,729 4,5 
PPS 39 610.475  2,302 N/A 
PPR 60 1.452.394 1,513 5,1 
SPT 179 3.598.955 183 3,4 
SPS 113 1.372.802 52 1 
SPM 59 2.177.070 29 1 
 
Ker so bile vrednosti RIN, ki nakazujejo integriteto RNA, prenizke za izdelavo 
transkriptoma posameznega tipa pigmentnih celic, smo poskusili tudi z dvema drugima 
alternativnima metodama odvzema pigmentnih celic iz kože: (1) odvzem lusk na specifično 
obarvanem območju (na bazi lusk so celice, med njimi tudi pigmentne, v večini le 
specifičnega tipa glede na obarvanost območja); (2) izolacija RNA iz kriorezin, pripravljenih 
iz specifično obarvanih predelov kože. Obe metodi sta se po kakovosti RNA izkazali za 
uspešni, vendar smo se zaradi večje specifičnosti odločili za kriorezine. Kljub večji 
specifičnosti se zavedamo, da smo z izbrano metodo izolirali RNA tudi iz okoliškega tkiva 
in ne izključno iz pigmentnih celic. 
 
Z namenom sekvenciranja transkriptoma pigmentnih celic smo izdelali kriorezine iz dveh 
območij kože (temno in svetlo območje) petih soških postrvi in treh območij (črna pika, 
rdeča pika in svetlo ozadje) petih potočnih postrvi. Na podlagi vrednosti RIN smo od petih 
izbrali tri vzorce postrvi z najvišjimi vrednostmi (preglednica 3). Vzorce treh posameznih 
osebkov smo združili glede na pigmentirano območje kože in tako pridobili končnih pet 
vzorcev za sekvenciranje (vzorci: PPT, PPS, PPR, SPT in SPS; kjer je PP = potočna postrv, 
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Preglednica 3: Pregled vzorcev RNA, uporabljenih za NGS. 
Table 3: RNA samples used for NGS. 
Vzorec Koncentracija RNA (ng/µL) Volumen (µL) Masa vzorca (µg) RIN 28S/18S 
PPT 59 45 2,66 9,6 1,6 
PPS 43 45 1,94 9,1 1,5 
PPR 64 45 2,88 9,5 1,7 
SPT1 25 30 0,75 8,5 1,2 
SPS1 33 34 0,79 8,7 1,8 
SPT2 15 13 0,2 9,6 1,1 
SPS2 40 17 0,68 9,5 1,2 
 
Zaradi prenizke koncentracije vzorcev SPT1 in SPT2 smo naknadno poslali še podvojene 
vzorce soške postrvi (SPT2, SPS2) (preglednica 3). Te so pred nadaljnjo pripravo in 
sekvenciranjem združili s prvotno poslanimi vzorci. 
4.2.2 Transkriptom pigmentnih celic 
4.2.2.1 Sestava transkriptov in njihova anotacija 
Celokupno je bilo generiranih 812.144.586 100-nukleotidov dolgih obojestranskih odčitkov 
(414.612.488 pri soški in 397.532.098 pri potočni postrvi), ki so bili naravnani na transkripte 
genoma atlantskega lososa (S. salar). Anotiranih je bilo več kot 52.000 transkriptov. 
4.2.2.2 Najvišje izraženi geni v koži postrvi 
Med 50 najbolj izraženimi geni v koži postrvi so bili geni družine keratinov in kolagenskih 
proteinov. Absolutno najbolj izražen je bil gen za citoskeletni keratin tipa 2. V prilogi B je 
prikazanih 50 najbolj izraženih transkriptov pri soški postrvi, v prilogi C pa 50 najbolj 
izraženih transkriptov pri potočni postrvi. 
4.2.2.3 Diferenčno izražanje genov 
Z metodo NOISeq smo odkrili veliko diferenčno izraženih genov med transkriptomi različno 
obarvanih predelov kože soške in potočne postrvi. Kot diferenčno izražene med kožo soške 
in potočne postrvi smo identificirali 52.012 predvidenih transkriptov, ki so bili prisotni pri 
obeh vrstah. Od tega je bilo 3.715 višje izraženih (≥ 2x) in 4.327 nižje izraženih (≤ 2x) v 
koži soške postrvi v primerjavi s kožo potočne postrvi.  
682 transkriptov je bilo od 8-krat do 438-krat višje izraženih v koži soške postrvi v 
primerjavi s potočno. Med višje izraženimi transkripti je bilo veliko takih, ki nosijo zapis za 
membranske proteine, vključene v signalizacijo, celične stike, tok ionov idr. Od 8-krat do 
15591-krat nižje izraženih transkriptov, torej takih, ki so bili višje izraženi pri potočni 
postrvi, je bilo 846. 100 transkriptov z največjo razliko v relativni izraženosti med soško in 
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potočno postrvjo je prikazanih v prilogi D, 100 transkriptov z največjo razliko v relativni 
izraženosti med potočno in soško postrvjo pa v prilogi E. Med temi je nekaj kandidatnih 
genov, ki bi lahko igrali pomembno vlogo v pigmentaciji. To so: mpp3 (iz družine MAGUK 
p55), clcn2, kcnc2, kcnk3, kcj12 (nosijo zapis za proteine v ionskih kanalih), gima4, ctr2, 
so1c1, pcdc2 idr. (priloga E). 
 
915 transkriptov je bilo izraženih izključno v koži soške postrvi (v vsaj enem vzorcu), 888 
pa izključno v koži potočne postrvi. Ker je bila pokritost (angl. coverage) teh odčitkov zelo 
nizka, sklepamo, da je njihova izraženost zelo nizka ali pa gre za artefakt sekvenciranja. 
Za analizo izraženosti transkriptov smo uporabili tudi razvrščanje z metodo k-means, ki v 
skupine združuje gene s podobnim vzorcem izražanja med izbranimi vzorci (slika 29). 
Ugotovili smo, da je bilo veliko takih genov, ki so bili višje izraženi v vzorcu rdeče pike 
potočne postrvi. To nakazuje, da je v nastanek eritrofor oziroma sintezo karotenoidov 
vključena povsem druga pot in geni kot v sintezo drugih barvil in funkcijo drugih pigmentnih 
celic. 
 
Slika 29: Razvrščanje z metodo k-means. K-means združuje gene z enakim vzorcem izražanja. 
Figure 29: K-means clustering. K-means cluster genes into groups with similar patterns of expression. 
 
Veliko t.i. pigmentnih genov, ki imajo poznano vlogo v pigmentaciji živali (npr. dct, tyr, 
tyrp1) je bilo diferenčno izraženih med dvema vrstama. Prav tako pa je bilo med diferenčno 
izraženimi geni veliko takih, ki imajo vlogo v medcelični komunikaciji (npr. gja1, gja5, 
gjb6, tjp1). Med njimi sta bila zanimiva dva gena, ki nosita zapis za dva proteina, ki 
sestavljata medcelične presledkovne stike. To sta bila gjd2 (gap juction delta 2 protein) in 
gja5 (gap junction alpha 5 protein), katere diferenčna izraženost med vrstama je bila visoka 
in statistično značilna. 
4.2.2.4 Funkcionalna klasifikacija 
Anotirane transkripte smo z analizo GO glede na njihove domnevne funkcije razdelili v tri 
kategorije. Tako je bilo v kategoriji molekularnih funkcij uvrščenih 18.087 med soško in 
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potočno postrvjo diferenčno izraženih transkriptov, pri celičnih komponentah je bilo takih 
transkriptov 61.751, med biološke procese pa 87.737 razporejenih transkriptov (slika 30). 
Slika 30: Analiza GO. Transkripte razdeli glede na njihovo vlogo v molekularnih funkcijah, celičnih 
komponentah in bioloških procesih (višje izražanje je označeno z zeleno; SP > PP; nižje izražanje je označeno 
z rdečo; PP > SP). 
Figure 30: GO analysis. Transcripts are arranged based on their role in molecular functions, cellular component 
and biological processes. (Overexpressed transcripts are shown in green; SP > PP; underexpressed in red; PP 
> SP). 
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4.2.2.5 Analiza diferenčno izraženih genov z zbirko bioloških poti KEGG 
Ob neposredni primerjavi vzorcev soške postrvi z vzorci potočne postrvi so bile poti z 
največjim številom diferenčno izraženih genov med vrstama naslednje (slika 30 in priloga 
F): interakcija med nevroaktivnim ligandom in receptorjem, signalna pot receptorja, 
podobnega nukleotid-vezavni domeni oligomerizacije (NOD), signalna pot PI3K-Akt, poti 
pri raku, fokalna adhezija in signalna pot z mitogeni aktivirane protein-kinaze (MAPK). Med 
ostalimi zanimivimi potmi z diferenčno izraženimi geni so bile še: celične adhezijske 
molekule (CAMs), signalna pot kalcija, tesni stik, adherentni stik, presledkovni stik, celični 
cikel, signalna pot p53, signalna pot Wnt, melanogeneza and metabolizem tirozina. Prav te 
bi morda lahko vplivale na nastanek in vzdrževanje različnega pigmentnega vzorca med 
vrstama. Med potmi, ki so vključevale veliko diferenčno izraženih genov, so bile tudi 
signalna pot ščitničnih hormonov, inzulinska signalna pot in izločanje inzulina. Več genov, 
vključenih v regulacijo ščitničnih hormonov in inzulinskih poti, smo opazili že pri pregledu 
100 višje in 100 nižje izraženih genov z največjim mnogokratnikom razlike izraženosti med 
vrstama. 
 
Število diferenčno izraženih genov je bilo najvišje ob primerjavi rdeče pike potočne postrvi 
z ostalimi vzorci. Med potmi z največ diferenčno izraženih genov pri rdeči piki so bile 
naslednje: fokalna adhezija, interakcija med ekstracelularnim matriksom (ECM) in 
receptorjem, celične adhezijske molekule in signalna pot MAPK. 
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Slika 31: Razvrstitev genov po metodi KEGG. Višje izraženi SP > PP; nižje izraženi PP > SP. 
Figure 31: KEGG pathway analysis. Overexpressed SP > PP; underexpressed PP > SP. 
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Slika 32: Prikaz ravni izražanja genov, vključenih v melanogenezo med različno pigmentiranimi deli kože 
potočne in soške postrvi. 
Figure 32: The expression patterns of genes involved in melanogenesis between differently pigmented brown 
trout and marble trout samples. 
 
Za boljši pregled različno izraženih transkriptov v dveh poteh, dobljenih z analizo KEGG, 
smo izbrali grafični prikaz, kjer je zelo nazorno prikazana sama sprememba izraženost med 
vrstama, prav tako lahko vidimo, da se vzorec izraženosti pri območju rdeče pike (PP R) še 
dodatno razlikuje (sliki 32 in 33). 
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Slika 33: Prikaz ravni izražanja genov, ki nosijo zapis za proteine v presledkovnih stikih med različno 
pigmentiranimi deli kože potočne in soške postrvi. 
Figure 33: The expression patterns of genes that code for proteins present in gap junctions between differently 
pigmented brown trout and marble trout samples. 
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4.2.3 Kvantitativni PCR v realnem času 
4.2.3.1 Potrditev rezultatov mRNA-seq 
Z namenom potrditve rezultatov, dobljenih iz sekvenciranja transkriptomov različno 
obarvanih predelov kože soške in potočne postrvi, smo izbrali 22 kandidatnih genov in jih 
testirali še z metodo qPCR (preglednica 4). Ti geni so bili na podlagi analize transkriptomov 
diferenčno izraženi pri vzorcih soške v primerjavi z vzorci iz kože potočne postrvi in bi jih 
glede na njihovo že predhodno poznano vlogo lahko razdelili v dve skupini. V prvi so t.i. 
»pigmentni« geni, to so: tyr, tyrp1, dct (tyrp2), mitf, pmel, mc1r, ednrb, sox10 in aox. V 
drugi skupini so geni, ki nosijo zapis za proteine v celičnih povezavah (predvsem 
presledkovnih) oziroma imajo že poznano vlogo pri interakciji med pigmentnimi celicami. 
To so: gja1, gja4, gja5, gja9, gjb1, gjb3, gjb4, gjd2, tjp1 in tspan3. 
 
Na podlagi rezultatov, pridobljenih z metodo qPCR, in večjega števila bioloških vzorcev 
smo ugotovili, da so bili štirje od 22 genov statistično značilno višje izraženi v koži potočne 
v primerjavi s kožo soške postrvi (gja9, gjb1, gjd2, tjp1), štirje so bili statistično značilno 
višje izraženi (mitf, mc1r, sox10, ednrb) in dva statistično značilno nižje izražena (dct, tyr) 
v rdeči piki potočne postrvi (sliki 34 in 36). Le en gen (p21) je bil statistično značilno višje 
izražen v koži soške postrvi kot v koži potočne postrvi (slika 34). Gen pmel je bil statistično 
značilno bolj izražen v temnih regijah pri obeh vrstah (slika 34), gen gja5 pa je bil statistično 
značilno višje izražen v vzorcih pik (torej pri črni in rdeči piki) potočne postrvi, v primerjavi 
s svetlo regijo potočne ali obeh regij soške postrvi (slika 36). 
 
Rezultati so v večini primerov sovpadali z rezultati sekvenciranja transkriptoma, pri 16 od 




















Preglednica 4: Seznam začetnih oligonukleotidov, uporabljenih pri analizi qPCR. Z zeleno ta označeni izbrani endogeni kontroli, z rdečo pa kandidatni geni. 
Table 4: Primers used for qPCR analysis. Green coloured are the chosen housekeeping genes, candidate genes are presented in red. 
Gen Oznaka v podatkovni 
bazi 
Angleško ime gena Začetni oligonukleotid F 
  




RPS20 NM_001140843.1 40S Ribosomal Protein S20 AGCCGCAACGTCAAGTCT GTCTTGGTGGGCATACGG 99,8 
HPRT1 XM_014212854.1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 CCGCCTCAAGAGCTACTGTAAT GTCTGGAACCTCAAACCCTATG 109,1 
RNA POLII XM_014203767.1 RNA polymerases I, II, and III CCAATACATGACCAAATATGAAAGG ATGATGATGGGGATCTTCCTGC 73,3 
PPIA1 NM_001141689.1 2- peptidylprolyl isomerase A CATCCCAGGTTTCATGTGC   CCGTTCAGCCAGTCAGTGTT 90,7 
PGK XM_014138014.1 Phosphoglycerate Kinase  CTCGGTGATGGGGCTTAGG TCATTGGTGGAGGCGACA 98,1 
SDHA XM_014187434.1 Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit CATGTTACCAAGGGCTGCAT GTGTCAGATGATATCTCAACCCAG 95 
B2M XM_014188686.1 β2-microglobulin-like TCTGTCAATCGTTGTACTTGT CAGGGTATTCTTATCTCCAAA  
EF1A  Elongation factor  ACAGCAAGAACGACCCCTCCAA AGCAGTATGGCAATCCAGCACA 79,1 
β-ACTIN NM_001123525.1 Beta-actin CCAAAGCCAACAGGGAGAAGATGA TCGTAGATGGGTACTGTGTGGGT 100,4 
18S  Ribosomal protein 18S TTGGTGGAGCGATTTGTCTGGT TGCTCAATCTCGTGTGGCTGAA 80,4 
DCT XM_014173392.1 Dopachrome Tautomerase CAGTGAACAACCTGCACAACC GCCATCTCATCGGGGAAACT    100,9 
DCTvar2 XM_014165555.1 Dopachrome Tautomerase ACATGGCCTGATTCTACAGAGGCTCA TCAGACCCGAGGGCAGGGC 110,3 
MITF XM_014133193.1 Melanogenesis Associated Transcription Factor TGAGGACAGAAGGGGGTCAT TGCGATTCTGCCATCGTCTT 93,5 
TYR NM_001123643.1 Tyrosinase CAGCGGTTCATTGCCTACCT GTCCGGCCAAACATTTCCTG 96,4 
TYRP1 XM_014206938.1 Tyrosinase Related Protein 1 TGGGAGAACAGTACCAACGC TGCAAAAAGCGTGCCCTAAC 99,3 
PMEL XM_014132714.1 Premelanosome Protein TTAAGCAGTATCGCCCACTGA CTGTCGGCTCAGAAGATTCCA 93,5 
MC1R XM_014127040.1 Melanocortin 1 Receptor ATGCGATCCAGCACCAATGA GAAGAGCCCAGATGCTCACA 96,5 
EDNRB XM_014191488.1 Endothelin B Receptor-like AGCAATTTAGCGAAGGCGTG CTGTGGCAGAGGCGTCATAG 109,7 
SOX10 XM_014203766.1 Transcription Factor SOX-10 TAGCTGGCGGGATTTCCATC GAGGTGCGGATACTGGTCTG 99,7 
AOX XM_014151595.1 Aldehyde Oxidase AGTGACCAACATGCTCTGGG ACGCCAACTCTGGAAACACT 116,2 
P21 XM_014166886.1 Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1-like TGGGGCTTTGATTTCCTGTCA AAAAGGCAGGGTTGGTAGAGG 106,4 
WNT10A XM_014164238.1 Wnt Family Member 10A GACCCCATTCTCAACGCCAA TATGCAAAAGCACTCTCACGG 117,5 
WNT9B XM_014204176.1 Wnt Family Member 9B GCCAGAAGAGGGTCAGCAAA TCGTAGCGGAACTTGAGCAG 100,2 
GJA1 XM_014144390.1 Gap Junction Protein Alpha 1 TAGTTGCGAACGGAGTTGGT TGGCACTGGGACATTAAGCC 87,4 
GJA4 XM_014178807.1 Gap Junction Protein Alpha 4 ATAGCCGTGGTTCCAATCCG GAATGTCACCACCAGGGTCC 102,5 
GJA5 XM_014174142.1 Gap Junction Protein Alpha 5 TGCCTTCTCACCCCTTCAAC CCGGTATGCAGTAAGGGTGG 91,2 
GJA9 XM_014200483.1 Gap Junction Protein Alpha 9 CGATGCCCGTGTAAAGATGG CGTGTTGCAGATGAAGTCGG 112,4 
GJB1 XM_014137501.1 Gap Junction Protein Beta 1 CTGCGATGTTGAGCAGGATG AAGTGTGACTCGTACCCCTG 101,5 
GJB3 XM_014157241.1 Gap Junction Protein Beta 3 TGGTACTTCCGCTCACGTTC AAGTACTCCACTGCGTTCGG 96,7 
GJB4 XM_014143183.1 Gap Junction Protein Beta 4 TTGCGTGAGGGGAAGGATTC GACGGGAGATGTAGCAGTCG 99,7 
GJD2 XM_014127494.1 Gap Junction Protein Delta 2 TTGCACCGGTCGAATCC AGAGTGTACGGGTAGGGACT 117,5 
TJP1 XM_014170256.1 Tight Junction Protein 1 TATGGCCTTGGTTCGCTGTA GGTCAGTTCCAAGGCTCACG 109,8 
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Geni tyr, tyrp1, dct (tyrp2), mitf, pmel, mc1r, ednrb, sox10 in aox že imajo dokazano vlogo 
v pigmentaciji, večina sicer v melanogenezi, pa tudi pri razvoju iridofor in ksantofor. Gen 
p21 so prav tako že povezovali s pigmentacijo pri vretenčarjih. Gena wnt10a in wnt9b sta 
vključena v signalno pot Wnt, ki igra pomembno vlogo v melanogenezi.  
 
Slika 34: Prikaz izražanja izbranih pigmentnih genov po normalizaciji na referenčne (endogene) kontrole. 
Stolpci prikazujejo povprečja s standardno napako (SE). Izražanje gena med vzorci smo ovrednotili s 
Studentovim t-testom. Statistično značilni rezultati so imeli vrednost p < 0,05 (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 
0,001). PP = potočna postrv, SP = soška postrv, T = temna regija/pika, S = svetla regija, R = rdeča pika. 
Figure 34: Candidate pigment genes expression. Bars represent the means ± SE. The expression of candidate 
genes among regions was statistically evaluated by unpaired Student's t-test. A p-value of < 0.05 was 
considered statistically significant (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). PP = brown trout, SP = marble trout, 

















































































































Djurdjevič I. Transkriptomska analiza in celično ozadje … vzorca pri soški postrvi (Salmo marmoratus, Cuvier 1817). 




nadaljevanje slike 34 
 
Slika 34: Prikaz izražanja izbranih pigmentnih genov po normalizaciji na referenčne (endogene) kontrole. 
Stolpci prikazujejo povprečja s standardno napako (SE). Izražanje gena med vzorci smo ovrednotili s 
Studentovim t-testom. Statistično značilni rezultati so imeli vrednost p < 0,05 (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 
0,001). PP = potočna postrv, SP = soška postrv, T = temna regija/pika, S = svetla regija, R = rdeča pika. 
Figure 34: Candidate pigment genes expression. Bars represent the means ± SE. The expression of candidate 
genes among regions was statistically evaluated by unpaired Student's t-test. A p-value of < 0.05 was 
considered statistically significant (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). PP = brown trout, SP = marble trout, 
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Pri načrtovanju začetnih oligonukleotidov za gen dct smo ob natančnem pregledu sekvenc 
odkrili delecijo, ki se pojavlja le pri soški postrvi. To smo z ustrezno postavljenimi začetnimi 
oligonukleotidi na mestu delecije potrdili še z metodo qPCR (slika 34, gen je poimenovan 
kot dctvar2). Lahko bi šlo za drugačen alel ali pa transkriptno različico. 
 
Slika 35: Prikaz izražanja gena dctvar2 po normalizaciji na referenčne (endogene) kontrole. Stolpci prikazujejo 
povprečja s standardno napako (SE). Izražanje gena med vzorci smo ovrednotili s Studentovim t-testom. 
Statistično značilni rezultati so imeli vrednost p < 0,05 (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). PP = potočna 
postrv, SP = soška postrv, T = temna regija/pika, S = svetla regija, R = rdeča pika. 
Figure 35: Expression of dctvar2. Bars represent the means ± SE. The expression of candidate genes among 
regions was statistically evaluated by unpaired Student's t-test. A p-value of < 0.05 was considered statistically 
significant (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). PP = brown trout, SP = marble trout, T = dark region/spot, 
S = light region, R = red spot. 
 
Zaradi velikega števila novejših publikacij, ki poudarjajo pomen celičnih interakcij pri 
nastanku pigmentnega vzorca in pri analizi KEGG visoko zastopane poti presledkovnih 
stikov, smo kar nekaj genov izbrali tudi iz nabora genov, ki so vključeni v to vrsto celičnih 
stikov (gja1, gja4, gja5, gja9, gjb1, gjb3, gjb4, gjd2). Tjp1 je gen, ki nosi zapis za protein, 
prisoten v tesnih stikih. Zadnji, gen tspan3, prav tako nosi zapis za membranski protein, 
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Figure 36: Expression of candidate genes, involved in cell-cell communication. Bars represent the means ± 
SE. The expression of candidate genes among regions was statistically evaluated by unpaired Student's t-test. 
A p-value of < 0.05 was considered statistically significant (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). PP = brown 





Slika 36: Prikaz izražanja izbranih genov, vključenih v medcelično komunikacijo, po normalizaciji na 
referenčne (endogene) kontrole. Stolpci prikazujejo povprečja s standardno napako (SE). Izražanje gena med 
vzorci smo ovrednotili s Studentovim t-testom. Statistično značilni rezultati so imeli vrednost p < 0,05 (*p < 
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). PP = potočna postrv, SP = soška postrv, T = temna regija/pika, S = svetla 
regija, R = rdeča pika. 
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Slika 36: Prikaz izražanja izbranih genov, vključenih v medcelično komunikacijo, po normalizaciji na 
referenčne (endogene) kontrole. Stolpci prikazujejo povprečja s standardno napako (SE). Izražanje gena med 
vzorci smo ovrednotili s Studentovim t-testom. Statistično značilni rezultati so imeli vrednost p < 0,05 (*p < 
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). PP = potočna postrv, SP = soška postrv, T = temna regija/pika, S = svetla 
regija, R = rdeča pika. 
Figure 36: Expression of candidate genes, involved in cell-cell communication. Bars represent the means ± 
SE. The expression of  candidate genes among regions was statistically evaluated by unpaired Student's t-test. 
A p-value of < 0.05 was considered statistically significant (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). PP = 
brown trout, SP = marble trout, T = dark region/spot, S = light region, R = red spot. 
4.2.3.2  Vzorci, pridobljeni z metodo LCM  
Čeprav so bile vrednosti RIN vzorcev izoliranih z metodo LCM, zelo nizke, smo uporabnost 
metode preverili še s qPCR. Kljub nizkim koncentracijam vzorcev smo morali te dodatno 
redčiti, saj smo po pregledu krivulj na različnih redčitvah umeritvene krivulje ugotovili, da 
vsebujejo neredčeni vzorci preveč inhibitorjev in je bilo tako izražanje navidezno nižje kot 
pri redčenih vzorcih.  
 
Med vzdrževalnimi oziroma hišnimi (angl. house keeping) geni, ki se v vzorcih izražajo 
enakomerno, smo preverili gena rps20 in β-aktin. Rps20 je bil izražen povsod, razen v vzorcu 
PPS (najslabša integriteta RNA), β-aktin pa prav tako v vseh, razen pri vzorcu PPR (najnižja 
koncentracija RNA). Med kandidatnimi geni smo izbrali tri, s katerimi bi lahko preverili 
večjo specifičnost izražanja glede na pigmentni tip celice. Izbrali smo gen pmel (melanocitni 
oziroma premelanosomski protein). Ta se prepisuje v protein, ki se nahaja izključno na in v 
melanoforah. Izražanje pri vzorcih je bilo ustrezno, saj je do njega prišlo le v vzorcih PPT 
in SPT, ki vsebujejo RNA iz izključno melanofor (slika 37A). Gen sox10 smo izbrali, saj je 
bil na podlagi rezultatov iz naše raziskave statistično izrazito bolj izražen v rdeči piki potočne 
postrvi. Pri vzorcih LCM je bil gen izražen pri vzorcih SPT, SPS in PPT, nismo pa zaznali 
krivulje pri vzorcu PPR, kjer smo pričakovali tudi najnižji Cq (najvišjo izraženost) (slika 
37B). Gen gja5 smo izbrali ker je bil to kandidatni gen, katerega izraženost je nakazovala na 
njegovo pomembno vpletenost pri nastanku pik. Vendar tudi tukaj ni bilo pričakovane 
izraženosti v vzorcu PPR (slika 37C). Najverjetneje lahko za to krivimo zelo nizko 
koncentracijo RNA v vzorcu PPR, ki je znašala le 1,5 ng/µL. Druga možna razlaga bi bila, 
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obarvane celice, ki smo jih izrezali, v resnici druge okoliške celice. Te celice namreč niso 





Slika 37: Relativno izražanje vzorcev, dobljenih z metodo LCM, v primerjavi z vzorci iz kriorezin. Stolpci 
prikazujejo povprečja s standardno napako (SE). PP = potočna postrv, SP = soška postrv, T = temna regija/pika, 
S = svetla regija, R = rdeča pika, lcm = vzorci, pridobljeni z metodo lcm. 
Figure 37: Relative expression of LCM samples compared to the samples from cryosections. Bars represent 
the means ± SE. PP = brown trout, SP = marble trout, T = dark region/spot, S = light region, R = red spot, lcm 
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Kljub relativno boljšim vrednostim RIN pri vzorcih, izrezanih iz potočne postrvi je bilo 
premalo izolirane RNA za uspešno pomnoževanje oziroma je bila ta izolirana iz neustreznih 
celic, kar nakazujejo naši rezultati. Pri soški postrvi so bile sicer vrednosti RIN zelo nizke, 
smo pa izolirali RNA iz večje površine (števila celic), imeli posledično višjo koncentracijo, 
kar je bilo kot kaže dovolj za uspešno izvedeno reakcijo qPCR (slika 37). 
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4.2.4 Seznam polimorfizmov posameznih nukleotidov (mesta SNP) 
Na podlagi pridobljenih sekvenc transkriptoma smo poiskali tudi mesta SNP med obema 
vrstama in naredili seznam vseh transkriptov (teh je bilo 34.023), kjer so se pojavljale 
točkovne mutacije (ena ali več). Gene smo prav tako razporedili s pomočjo analiz GO (slika 
38) in KEGG (slika 39). 
 
Slika 38: Analiza GO genov s SNP. Razporeditev genov s točkovnimi mutacijami glede na njihovo vlogo v 
molekularnih funkcijah, celičnih komponentah in bioloških procesih. 
Figure 38: GO analysis of genes with SNPs. Genes with SNPs are arranged based on their role in molecular 
function, cellular component and biological process. 
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Z analizo z zbirko bioloških poti KEGG smo gene z vsaj enim mestom SNP razporedili med 
biološke poti. Poti z največjim številom takih genov so bile: poti pri raku, proteoglikani pri 
raku, endocitoza, signalna pot MAPK, signalna pot PI3K-Akt, fokalna adhezija, signalna pot 
Ras, regulacija aktinskega citoskeleta, usmerjanje aksona, degradacija lizina, infekcija s 
HTLV-I idr. Med zanimivimi in visoko zastopanimi potmi so bile tudi signalna pot Wnt, 
tesni stik, inzulinska signalna pot, signalna pot ščitničnih hormonov, odpornost na inzulin, 
signalna pot kalcija, adherentni stiki, celične adhezijske molekule (CAMs), melanogeneza 
in tudi presledkovni stik. S pomočjo obeh analiz in po pregledu sekvenc smo naredili še 
dodaten izbor kandidatnih genov, pri katerih je prisotna točkovna mutacija, ki vpliva tudi na 
spremembo aminokisline v proteinu (mutacija s spremenjenim pomenom – angl. missense 
mutation) (priloga G). 
 
 
Slika 39: Pregled genov s SNP z analizo KEGG. Obarvani kvadratki predstavljajo gene, ki imajo vsaj eno 
točkovno mutacijo. Primeri: (A) signalna pot MAPK, (B) fokalna adhezija in (C) melanogeza. Intenziteta barve 
je odvisna od števila mest SNP. 
Figure 39: KEGG analysis of genes with SNPs. Coloured boxes represent genes with at least one SNP. 
Examples of (A) MAPK signaling pathway, (B) focal adhesion, and (C) melanogenesis. The color differes 
based on the number of SNPs present in a gene. 
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Slika 39: Pregled genov s SNP z analizo KEGG. Obarvani kvadratki predstavljajo gene, ki imajo vsaj eno 
točkovno mutacijo. Primeri: (A) signalna pot MAPK, (B) fokalna adhezija in (C) melanogeza. Intenziteta barve 
je odvisna od števila mest SNP. 
Figure 39: KEGG analysis of genes with SNPs. Coloured boxes represent genes with at least one SNP. 
Examples of (A) MAPK signaling pathway, (B) focal adhesion, and (C) melanogenesis. The color differes 
based on the number of SNPs present in a gene. 
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Gene s točkovnimi mutacijami smo tudi neposredno primerjali z diferenčno izraženimi geni 
(> 2x) ter poiskali transkripte, ki so diferenčno izraženi in imajo mesta SNP ob primerjavi 
med vrstama (soška/potočna). Med 8.043 različno izraženimi transkripti je bilo 1.464 
transkriptov z vsaj eno točkovno mutacijo med vrstama. Z analizo KEGG smo jih razporedili 
v biološke poti, med katerimi so bile po številu transkriptov najbolj zastopane: signalna pot 
PI3K-Akt, fokalna adhezija, poti pri raku, signalna pot receptorja, podobnega NOD-u, 
endocitoza, signalna pot Rap1, signalna pot MAPK, usmerjanje aksona, endocitoza, 
regulacija aktinskega citoskeleta itd. Mnoge od teh poti so bile visoko zastopane med 
različno izraženimi transkripti, kot tudi med transkripti, pri katerih smo ugotovili 
enotočkovne mutacije. Geni, ki se različno izražajo in imajo hkrati prisotne tudi mutacije, ki 
vplivajo na spremembo AK in s tem potencialno tudi na funkcijo proteina, so možni 
kandidatni geni za obarvanost pri postrvih. 
4.2.5 Model nastanka marmoriranega vzorca 
Med 22 testiranimi geni smo jih izbrali šest, ki so imeli največjo razliko v izraženosti med 
vrstama (p21, dctvar2, gja5, tjp1, wnt10a in gjd2), in preverili njihovo izražanje z metodo 
qPCR še pri različno obarvanih regijah kože križancev (temni predel, svetli predel in rdeče 
pike) med soško in potočno postrvjo. 
Validirali smo raznolikost vzorca križancev in ga primerjali z vzorcem v koži soške ter 
potočne postrvi. Kompleksnost vsakega vzorca (nižja vrednost enostavnosti vzorca 
prikazuje višjo kompleksnost) je prikazana glede na celoten barvni odtenek vzorca (določen 
kot razmerje belega območja, slika 40) (Miyazawa in sod. 2010). Kompleksnost vzorca pri 
križancih smo nato primerjali z izraženostjo kandidatnih genov. Delno ujemanje izraženosti 
s fenotipom smo potrdili pri genih tjp1, p21 in gja5. Tjp1 se je v večini bolj izražal pri 
križancih, ki so imeli fenotip bližje potočni postrvi (odstopata vzorca H3 in H8) (slika 41). 
Gen p21 se je večinoma bolj izražal pri križancih, katerih fenotip je bil bližje soški postrvi 
kot tistih, katerih fenotip je bil bližje potočni postrvi (izrazito odstopa le vzorec H13) (slika 
42). Izražanje gena gja5 je ustrezalo kompleksnosti vzorcev, vendar še najbolj v rdeči piki, 
in sicer s povišanim izražanjem pri križancih, ki so imeli fenotip bližji soški postrvi (slika 
43). 
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Slika 40: (A) Pigmentni vzorci v koži soških postrvi, potočnih postrvi ter njihovih križancev. (B) 
Porazdeljenost pigmentnih vzorcev glede na oceno enostavnosti/kompleksnosti vzorca in celokupen barvni 
odtenek. 
Figure 40: (A) Pigment patterns in the skin of marble trout, brown trout, and their hybrids. (B) Plot distribution 
based on the calculated pattern simplicity score and overall color tone of the patterns. 
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Slika 41: Izraženost gena tjp1 v koži križancev. Na levi strani so križanci s fenotipom bližje soški postrvi, na 
desni pa križanci s fenotipom bližje potočni postrvi. H = križanec. 
Figure 41: tjp1 gene expression in the skin of hybrids. On the left side of the graph hybrids with the marble 





Slika 42: Izraženost gena p21 v koži križancev. Na levi strani so križanci s fenotipom bližje potočni postrvi, 
na desni pa križanci s fenotipom bližje soški postrvi. H = križanec. 
Figure 42: p21 gene expression in the skin of hybrids. On the left side of the graph hybrids with the marble 
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Slika 43: Izraženost gena gja5 v rdečih pikah križancev. Na levi strani so križanci s fenotipom bližje potočni 
postrvi, na desni pa križanci s fenotipom bližje soški postrvi. H = križanec. 
Figure 43: Gja5 gene expression in red dots in the skin of hybrids. On the left side of the graph, hybrids with 
the marble trout phenotype are located, while on the right, we can find the hybrids with the brown trout 
phenotype. H = hybrid. 
4.2.5.1 Primerjava izražanja kandidatnih genov pri postrvih, ki izražajo marmoriran 
vzorec v koži 
Tri kandidatne gene (tjp1, p21 in gja5), za katere smo ugotovili najvišjo povezavo med 
njihovim izražanjem in pigmentnim vzorcem v koži postrvi, smo izbrali za preverjanje 
nivoja izražanja še pri dveh skupinah vzorcev, ki prav tako na svoji koži izražata labirinten 
pigmentni vzorec, to sta potočna postrv iz norveške reke Otre in t.i. tigrasta postrv (križanec 
med potočno postrvjo in potočno zlatovčico).  
 
Izražanje genov pri potočni postrvi smo neposredno primerjali z izražanjem pri vzorcu iz 
kože potočne postrvi iz reke Otre (OTRA) ter temnega (TIGT) in svetlega (TIGS) območja 
tigraste postrvi in skušali ugotoviti, ali je trend izražanja podoben kot ob primerjavi potočne 
in soške postrvi. Tako vzorci potočne kot tigraste postrvi so razdeljeni glede na obarvanost, 
medtem ko pri potočni postrvi iz reke Otre te razdelitve ni. Ti vzorci so bili starejši in so ob 
shranjevanju v reagentu RNA later® RNA Stabilization (za shranjevanje vzorcev in 
stabilizacijo RNA; Thermo Fisher Scientific, MA, ZDA) izgubili svojo obarvanost. Za 
izolacijo RNA smo zato uporabili celotno kožo, saj nismo uspeli ločiti temne in svetle regije. 
 
Gen tjp1 je bil višje izražen v rdeči in temni piki potočne postrvi. Pri svetlem delu kože je 
bilo njegovo izražanje primerljivo s tistim pri potočni postrvi iz reke Otre (slika 44). Z 
najnižjim izražanjem, ki je bil primerljiv izražanju pri soški, sta sledila oba vzorca tigraste 
postrvi. Četudi izražanje gena tjp1 pri potočni postrvi iz reke Otre primerjamo s povprečjem 
regij pri drugih dveh vrstah, je izražanje še vedno značilno nižje. Rezultat sovpada z razliko 
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Slika 44: Izraženost gena tjp1 pri potočni in soški postrvi ter drugih vrstah z marmoriranim pigmentnim 
vzorcem v koži. Stolpci prikazujejo povprečja s standardno napako (SE). PP = potočna postrv, SP = soška 
postrv, T = temna regija/pika, S = svetla regija, R = rdeča pika, TIGS = svetla regija tigrove postrvi, TIGT = 
temna regija tigrove postrvi, OTRA = potočna postrv iz reke Otre. 
Figure 44: tjp1 gene expression in brown and marble trout and other species of trouts with marble pigment 
pattern. Bars represent the means ± SE. PP = brown trout, SP = marble trout, T = dark region/spot, S = light 
region, R = red spot, TIGS = light region of tiger trout, TIGT = dark region of tiger trout, OTRA = brown 
trout from the river Otra. 
 
Gen p21 je bil višje izražen pri potočni postrvi v primerjavi s tigrasto, najnižje je bil izražen 
pri potočni postrvi iz reke Otre (slika 45). Ti rezultati so torej ravno obratni od pričakovanih, 
saj je bil gen pri soški postrvi višje izražen v primerjavi s potočno postrvjo. 
 
Slika 45: Izraženost gena p21 pri potočni in soški postrvi ter drugih vrstah z marmorianim pigmentnim vzorcem 
v koži. Stolpci prikazujejo povprečja s standardno napako (SE). PP = potočna postrv, SP = soška postrv, T = 
temna regija/pika, S = svetla regija, R = rdeča pika, TIGS = svetla regija tigrove postrvi, TIGT = temna regija 
tigrove postrvi, OTRA = potočna postrv iz reke Otre. 
Figure 45: p21 gene expression in brown and marble trout and other species of trouts with marble pigment 
pattern. Bars represent the means ± SE. PP = brown trout, SP = marble trout, T = dark region/spot, S = light 
region, R = red spot, TIGS = light region of tiger trout, TIGT = dark region of tiger trout, OTRA = brown trout 
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Pri genu gja5 smo potrdili njegovo višje izražanje pri rdeči in črni piki potočne postrvi v 
primerjavi s temnim območjem tigraste postrvi (kjer je izražanje sicer malo višje kot pri 
svetlem območju potočne postrvi in temnem območju soške postrvi), po nivoju izražanja 
jima na koncu sledita še vzorec potočne postrvi iz reke Otre in svetlo območje tigraste 
postrvi, ki sta primerljiva svetlem območju soške postrvi (slika 46). Če tukaj primerjamo 
vzorce iz reke Otre s povprečji različno obarvanih regij ostalih dveh vrst sta povprečji tako 
potočne kot tigrove postrvi še vedno višji. Vseeno bi bilo v tem primeru dobro preveriti 
predvsem razliko v izražanju med temnim in svetlim območjem potočne postrvi iz reke Otre, 
vendar to žal ni bilo mogoče. 
 
Slika 46: Izraženost gena gja5 pri potočni in soški postrvi ter drugih vrstah z marmorianim pigmentnim 
vzorcem v koži. Stolpci prikazujejo povprečja s standardno napako (SE). PP = potočna postrv, SP = soška 
postrv, T = temna regija/pika, S = svetla regija, R = rdeča pika, TIGS = svetla regija tigrove postrvi, TIGT = 
temna regija tigrove postrvi, OTRA = potočna postrv iz reke Otre. 
Figure 46: gja5 gene expression in brown and marble trout and other species of trouts with marble pigment 
pattern. Bars represent the means ± SE. PP = brown trout, SP = marble trout, T = dark region/spot, S = light 
region, R = red spot, TIGS = light region of tiger trout, TIGT = dark region of tiger trout, OTRA = brown trout 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
5.1 RAZPRAVA 
Za nastanek raznolikih pigmentnih vzorcev v koži vretenčarjev so najverjetneje odgovorni 
različni mehanizmi. Te lahko razdelimo v dve večji kategoriji: razvoj oziroma nastanek 
vzorca (vključno s celično proliferacijo, diferenciacijo, migracijo in smrtjo) in sinteza 
pigmentov in z njo povezano izražanje genov (Hoekstra, 2006). Pred nedavnim je bila 
dokazana vloga medceličnih interakcij (med celicami istega in različnega tipa kromatofor) 
pri nastanku in vzdrževanju značilnega pigmentnega vzorca pri cebrici. Pri tem so pomembni 
številni mehanizmi, vključno z neposrednimi stiki med kromatoforami ali njihovimi 
celicami prednicami, pa tudi posrednimi mehanizmi, ki vključujejo izločene signalne 
molekule, trofične dejavnike ali celo posredovanje drugih tipov celic. V nalogi smo želeli 
proučiti ultrastrukturo pigmentnih celic na različno obarvanih predelih kože soške in potočne 
postrvi z namenom določiti specifično prisotnost posameznih tipov kromatofor v različno 
obarvanih predelih kože, opredeliti celične stike med kromatoforami in poiskati razlike med 
soško in potočno postrvjo. Opisali smo nov tip kromatofor v koži postrvi, eritrofore, ki so 
bile prisotne le pri potočni postrvi. Da bi odkrili kandidatne gene, ki so vključeni v nastanek 
in vzdrževanje značilnega pigmentnega vzorca pri obeh vrstah postrvi, smo sekvencirali 
transkriptom različno obarvanih regij kože pri obeh vrstah. Na podlagi pridobljenih 
rezultatov lahko zaključimo, da je za nastanek vzorca pri postrvih najverjetneje odločilna 
specifična medcelična komunikacija, ki poteka prek presledkovnih stikov ali ionskih 
kanalov. 
5.1.1 Proučevanje razlik na nivoju celičnih struktur in njihovih interakcij 
Z uporabo transmisijske elektronske mikroskopije smo prvič opisali točen položaj in 
ultrastrukturo pigmentnih celic v koži soške in potočne postrvi. Odkrili smo, da so v koži 
soške postrvi prisotni trije tipi pigmentnih celic (melanofore, ksantofore in iridofore), v koži 
potočne pa štirje (melanofore, ksantofore, iridofore in eritrofore), ki glede na pojavnost 
oblikujejo na splošno gledano različno obarvanost kože postrvi. 
Že v preteklosti je bilo sicer znano, da pigmentne celice pri ribah iz podrazreda Teleostei ne 
tvorijo nujno strogo organiziranih plasti (Leclercq in sod., 2010). Kljub temu smo, predvsem 
glede na opažanja npr. pri cebrici (Hirata in sod., 2003), pričakovali večjo organiziranost 
pigmentnih celic v koži soške in potočne postrvi, ki se odraža v pigmentnem vzorcu. Pri 
cebrici (Hirata in sod., 2003) je organizacija zelo izrazita, pigmentne celice si sledijo po 
točno določenem zaporedju, ki se razlikuje glede na to, ali ležijo v temni ali svetli progi 
(slika 2). Velikokrat so ti sloji celo enoskladni, vsekakor pa vsebujejo izključno en tip 
pigmentnih celic. Mehanizem, ki vodi v to slojevito zaporedje, ima najverjetneje selektivno 
vrednost, saj zaporedje pigmentnih celic v koži določi barvo telesa, posledično služi obrambi 
kože pred UV-žarki, patogeni in drugimi zunanjimi vplivi. Zaradi teh lastnosti so Hirata in 
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sod. (2005) sklepali, da obstaja skupen mehanizem, ki vpliva na tako organizirano strukturo. 
Prav organizacija v sloje in stiki med pigmentnimi celicami so zelo pomembni za nastanek 
prog v koži cebrice. Na delu trupa, kjer prog ni, je organizacija drugačna, prav tako ni 
prisotne plasti iridofor tipa L, melanofore pa niso v neposrednem stiku z iridoforami tipa S 
(Hirata in sod., 2005). 
 
V mutantu cebrice Cx41.8M7, ki ima v koži labirintni vzorec, podobnem tistemu pri soški 
postrvi, je razporejenost pigmentnih celic sledeča: v temnih regijah si sledijo iridofore tipa 
S in melanofore, v svetlih regijah pa iridofore tipa S in ksantofore (na nekaterih delih celo 
samo ksantofore) (Watanabe, Nishida in Kondo, osebna komunikacija). Od divjega tipa 
(slika 2) se torej organizacija pigmentnih celic v koži tega mutanta bistveno razlikuje. V 
temnih regijah se pri mutantu ksantofore sploh ne pojavljajo, v svetlih regijah pa ležijo pod 
iridoforami tipa S, kar je bistvena razlika med mutantom in divjim tipom cebrice, kjer so 
ksantofore vedno nad ostalimi pigmentnimi celicami. Prav tako pri mutantu niso našli 
iridofor tipa L. To sicer sovpada z regijami v divjem tipu, kjer ni črtastega vzorca, vendar je 
bistvena razlika v tem, da pri mutantu prihaja do neposrednega stika med melanoforami in 
iridoforami tipa S. Vzporednice med mutantom Cx41.8M7 in soško postrvjo je težko najti. 
Podobna sta si morda le v tem, da tudi v koži soške postrvi ni iridofor tipa L, našli smo jih 
namreč le v svetli regiji potočne postrvi. In čeprav naj ta tip iridofor ne bi imel bistvene 
vloge pri nastanku vzorca (vsaj pri cebrici; Frohnhöfer in sod., 2013), morda njihova 
prisotnost vseeno ni tako zanemarljiva. 
 
Kožo postrvi sestavlja več plasti celic. Vrhnjica je podobna kot pri drugih že opisanih vrstah 
rib (Faílde in sod. 2014; Harris in Hunt, 1975; Hawkes, 1974). Razporeditev pigmentnih 
celic v usnjici sicer ni bila strogo urejena, vseeno pa je dosegala neko stopnjo 
organiziranosti. Organizacija je bila še najbolj primerljiva strukturi, opisani v študiji romba 
(Faílde in sod. 2014), kjer opisujejo navpično sosledje pigmentnih celic, kjer so melanofore 
in ksantofore višje, pod njimi pa ležijo iridofore. Podobna organiziranost je vidna v temnih 
območjih soške in potočne postrvi, kjer melanofore zavzemajo najbolj apikalne položaje in 
pokrivajo druge pigmentne celice. V svetlih regijah je bila razporeditev skorajda obratna, s 
ksantoforami in iridoforami nad melanoforami. 
 
Poleg razporeditve pigmentnih celic v organizirane plasti pa lahko te tvorijo še druge oblike 
organizacije. V koži plazilcev in dvoživk tvorijo pigmentne celice kromatoforne enote, v 
katerih si (tako kot pri temni progi cebrice) sledijo v naslednjem vrstnem redu: ksantofore, 
iridofore in melanofore (Bagnara in sod. 1968), kar nakazuje na evolucijsko ohranjen sistem 
plastenja pigmentnih celic. Obstaja pa razhajanje avtorjev glede prisotnosti teh enot v koži 
rib. Kaleta (2009) potrjuje prisotnost kromatofornih enot v ribji koži. Hawkes (1974) prav 
tako opisuje prisotnost kromatofornih enot v koži srebrnega lososa (Oncorhynchus kisutch), 
vendar samo v koži, ki prekriva glavo in ne vsebuje lusk. V preostali koži z luskami so bili 
prisotni le skupki iridofor in melanofor, obdani s kolagenskimi vlakni v zgornji plasti 
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usnjice, medtem ko so bile melanofore globje v koži bolj prepletene z iridoforami, kot da bi 
z njimi tvorile tesne strukture, ksantofore pa so bile naključno razporejene. Bagnara in Ferris 
(1971) (cit. po Hawkes, 1974) teh struktur nista opazila.  
 
Po naših opažanjih pri dveh vrstah postrvi ne najdemo tako specifičnih asociacij; vsi tipi in 
različni razredi celic so bili med sabo naključno prepleteni in niso kazali specifičnega vzorca 
oziroma interakcije med posameznimi tipi kromatofor. Kljub temu, da v koži potočne in 
soške postrvi kromatofornih enot nismo našli, smo opazili nekaj skupkov dveh ali treh 
pigmentnih tipov celic, ki so jih obdajala kolagenska vlakna (slike 21 B, C, F; 22 in 24 B, 
F). Tudi Kaleta je leta 2009 analizirala tri salmonidne vrste iz treh rodov, vendar v študiji ni 
nobene primerjave med prisotnostjo, razporeditvijo ali ultrastrukturo kromatofor. Tako kot 
Hawkes (1947) navaja za srebrnega lososa, je tudi Kaleta (2009) poudarila sodelovanje med 
melanoforami in okroglimi ali podolgovatimi iridoforami pri vzpostavitvi pigmentacije pri 
drugih salmonidnih vrstah, kjer oba tipa kromatofor tvorita skupke. Kaleta (2009) 
predpostavlja, da dendritične melanofore obdajajo iridofore in tako absorbirajo svetlobo v 
temnem območju. Na svetlem območju skupke sestavljajo iridofore in skrčene melanofore, 
kar povzroči izpostavitev iridofor svetlobi in svetel izgled kože. Žal pa prisotnosti takih 
skupkov nismo potrdili tudi v koži soške in potočne postrvi. Na podlagi naših ugotovitev 
lahko zaključimo, da so razlike med temno in svetlo obarvanostjo predvsem posledica 
položaja in gostote melanofor, ki v temnem območju prekrivajo ostale celice, v svetlem pa 
ležijo pod iridoforami in ksantoforami. 
 
Pomemben del naše raziskave je odkritje dveh tipov eritrofor v koži potočne postrvi 
(preglednica 5). Ker so bile eritrofore do sedaj pri salmonidih le redko opisane, še bolj skopi 
so podatki o njihovi ultrastrukturi, je naše odkritje pomembno. Prisotnost eritrofor v koži 
salmonidov omenjajo le Leclercq in sod. (2010), ki jih je opazil v koži lososa, medtem ko je 
Matsumoto (1965) analiziral njihovo ultrastrukturo v koži mečka (Xiphophorus helleri) ter 
Matsumoto in Obika (1968) v koži zlate ribice (Carassius auratus). Glede na to da se ta tip 
kromatofor pojavlja tudi v koži plazilcev in dvoživk (Ichikawa in sod., 1998), smo za 
medvrstno primerjavo uporabili strukturo eritrofor v koži rjave žabe (Rana ornativentris). 
Avtorji raziskave so eritrofore opisali kot zelo podobne ksantoforam, kjer oba tipa celic 
vsebujeta ksantosome (pterinosome) ali karotenoidne vezikle, ali oboje. Razlika med dvema 
tipoma kromatofor pri rjavi žabi je predvsem v velikosti in strukutri ksantosomov, ki so večji 
in bolj heterogeni v ksantoforah kot eritroforah. Matsumoto in Obika (1968) sta celo 
sklepala, da eritrofore v resnici izhajajo iz ksantofor. Glede na splošno poznavanje 
pigmentov in različnih tipov pigmentnih celic (Leclercq in sod., 2010) ter glede na 
predhodne raziskave ultrastukture pigmentnih celic (Hirata in sod., 2003; Obika, 1992) smo 
opisali dva tipa eritrofor. Skupno jima je, da oba vsebujeta en tip pigmentnega organela in 
sta brez ksantosomov. Tip 1 je podoben ksantoforam, vendar vsebuje le karotenoidne vezikle 
in je prisoten le v črni piki v koži potočne postrvi. Struktura karotenoidnih veziklov je enaka, 
kot so jo opisali v drugih študijah (Ichikawa in sod., 1998; Obika, 1992; Obika in Meyer-
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Rochow, 1990). Eritrofore tipa 2 smo našli le v rdeči piki potočne postrvi. Njihovi vključki 
se od karotenoidnih veziklov v eritroforah tipa 1 razlikujejo predvsem v tem, da so precej 
večji. Po naših podatkih je to prvi opis takega tipa vključkov v koži postrvi. Ker kemična 
stuktura vsebnosti vključkov ni znana, smo jih zaradi njihove barve poimenovali kot 
eritrosome. Razliko med dvema tipoma eritrofor smo dodatno potrdili še s korelativno 
mikroskopijo, ki združuje svetlobno in elektronsko mikroskopijo in predstavlja metodo, s 
katero lahko opazujemo ultrastrukturo tiste celice, ki smo jo opazovali s svetobno 
mikroskopijo. Ker pigmentne celice vsebujejo barvilo in specifične organele, v našem 
primeru niso bili potrebni dodatni fluorescenčni označevalci, kot je to običajno pri tem tipu 
mikroskopije. 
 
Preglednica 5: Primerjava organizacije pigmentnih celic v kompaktnem sloju usnjice soške in potočne 
postrvi. Napisano zaporedje kromatofor sovpada s količino posameznega tipa pigmentnih celic v določenem 
območju. Poudarjene so pigmentne celice, ki so prisotne izključno na tistem območju kože potočne postrvi. 
Table 5: Comparison of pigment cell organisation in the stratum compactum of the skin of marble and brown 
trout. The written sequence of chromatophores corresponds to the amount of specific pigment cell type in 
specific area. Names written in bold are the types of pigment cells present only in the brown trout skin. 
Vrsta/ 
območje kože 




 Iridofore tipa S 
 Ksantofore 
 Melanofore 
 Iridofore tipa S 
 Eritrofore tipa 1 




 Iridofore tipa S 
 Melanofore 
 Iridofore tipa L 
Rdeča pika   Eritrofore tipa 2 
 Melanofore 
 
Razlike med količino in tipi pigmentnih celic med soško in potočno postrvjo so povzete v 
preglednici 5. Čeprav smo v koži potočne postrvi našli več tipov kromatofor, lahko 
zaključimo, da so pigmentne celice tukaj bolj organizirane. To nakazuje npr. večje število 
melanofor, odsotnost ksantofor in prisotnost eritrofor tipa 1 v črni piki ter prisotnost iridofor 
tipa L v svetlem delu kože pa seveda prisotnost eritrofor tipa 2 v rdeči piki. 
 
Razporeditev kromatofor v koži soške postrvi je bila bolj raznolika in manj organizirana, 
čeprav smo še vedno opazili razlike med temnim in svetlim območjem; v temnem območju 
je bilo tako več melanofor, ki so bile običajno postavljene apikalno, v svetlem območju pa 
več ksantofor in iridofor. 
 
Kako bi lahko na podlagi takih prepletenih celičnih interakcij, brez izrazitih plasti, sklepali 
na mehanizem nastanka pigmentnega vzorca? Veliko raziskav poudarja pomen celičnih 
interakcij pri nastanku vzorca (Frohnhöfer in sod., 2013; Inaba in sod., 2012; Irion in sod., 
2014; Patterson in sod., 2014; Takahashi in Kondo, 2008; Yamanaka in Kondo, 2014). V 
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naši raziskavi smo ugotovili, da je v koži potočne postrvi prisotna višja organizacija 
pigmentnih celic in s tem posledično tudi specifične interakcije med celicami, če jo 
primerjamo s soško. Eritrofore so prisotne samo na zelo omejenih delih kože potočne postrvi, 
in sicer v temni in rdeči piki. Z našega vidika je zanimiva prisotnost eritrofor tipa 1 v temni 
piki potočne postrvi, saj se ta tip kromatofor ne pojavi v temnem območju kože soške postrvi. 
Tako bi lahko imele pomembno vlogo pri nastanku pigmentnega vzorca, natančneje temnih 
pik pri potočni postrvi. Lahko bi recimo povzročile povečano kopičenje melanofor na 
območju temne pike pri potočni postrvi v primerjavi z razporeditvijo melanofor v temnem 
območju soške postrvi. 
 
Sklepamo, da so interakcije med melanoforami in ksantoforami ter melanoforami in 
eritroforami pomembne pri nastanku pigmentnega vzorca pri postrvih, seveda je možna tudi 
neposredna ali posredna vloga iridofor pri promociji ali inhibiciji teh interakcij. 
 
Čeprav nismo vsakič opazili neposrednih stikov med pigmentnimi celicami v koži postrvi, 
ti niso nujno potrebni za interakcijo in posledično nastanek vzorca, lahko npr. prihaja do 
stika med celicami samo na mestu dolgih izrastkov, prek vmesnih celic ali molekul (distalne 
interakcije), prav tako pa je pri nastanku vzorca zelo pomembno celično okolje (Nakamasu 
in sod., 2009; Patterson in sod., 2014; Patterson in Parichy, 2013). Kot smo opazili pri 
interakciji izoliranih pigmentnih celic, so dolgi izrastki ksantofor brezbarvni (priloga A; 
posnetki 3–5) in bi jih tako lahko ob pregledovanju s TEM spregledali oziroma zamenjali za 
druge, nepigmentne celice, in posledično ne bi potrdili interakcije z drugimi pigmnetnimi 
celicami. Raziskave pripisujejo pomembno vlogo tudi iridoforam pri promociji 
diferenciacije in lokalizacije ksantofor na kratke razdalje in inhibiciji njihove diferenciacije 
na dolge razdalje (Frohnhöfer in sod., 2013). Prav tako lahko iridofore vplivajo na 
melanofore, saj neposredno ali posredno (kombinacija proksimalne inhibicije in distalne 
aktivacije) vplivajo na njihovo razporeditev. Seveda je model interakcije med pigmentnimi 
celicami pri postrvih zaradi četrtega razreda pigmentnih celic še bolj kompleksen in do zdaj 
še ni bil raziskan. Količina in razporeditev specifičnega razreda pigmentnih celic omejuje 
vrsto interakcij, v katerih celice sodelujejo, kar posledično vpliva na vzorec (Patterson in 
sod., 2014). In čeprav naši rezultati kažejo, da je organizacija pigmentnih celic v koži soške 
in potočne postrvi drugačna kot pri drugih vrstah rib, to ne pomeni, da za nastankom vzorca 
ne stoji neka univerzalna celična interakcija (neposredna ali posredna), ki vodi nastanek 
pigmentnega vzorca. Z našimi opazovanji na celični ravni sicer nismo prišli do zaključka, 
katera interakcija ali tip celic je najpomembnejši pri nastanku vzorca dveh vrst postrvi, 
vendar smo vseeno opazili razlike v distribuciji določenih tipov pigmentnih celic, ki bi lahko 
vplivali na vzorec. 
 
S celičnega vidika in z namenom ugotavljanja interakcij med pigmentnimi celicami je zelo 
zanimiva tudi raziskava Yamanake in Kondo (2014), ki v gibanju in interakciji izoliranih 
pigmentnih celic išče mehanizem za nastanek vzorca. Čeprav samo premikanje oziroma 
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natančneje sledenje ksantofor proti melanoforam, ki sta ga avtorja v raziskavi odkrila, ni 
dovolj za celotno razlago nastanka vzorca, predstavlja pomemben del celokupnega 
dogajanja, ki vodi v končen vzorec. Gibanje pigmentnih celic se namreč razlikuje glede na 
to, iz katere ribe so pigmentne celice izolirane, torej ali gre za divji tip cebrice ali za mutanta, 
ki ima v koži spremenjen pigmentni vzorec. Raziskava je bila zagotovo povod za 
vzpostavitev prve primarne kulture pigmentnih celic iz kože salmonidov. Na podlagi naših 
ugotovitev lahko sicer zaključimo, da do interakcij med pigmentnimi celicami prihaja, saj se 
velikokrat odzovejo šele na drugi tip pigmentne celice (npr. z združevanjem, odmikanjem 
ali s »tipanjem«), vendar pa je bilo teh interakcij v naši, nehomogeni kulturi premalo in se 
med vrstama niso značilno razlikovale. Četudi zaenkrat še nismo prišli do primerljivih 
oziroma končnih ugotovitev, je ta metoda, z ustreznimi izpopolnitvami, primerna osnova za 
nadaljnje raziskave interakcije med pigmentnimi celicami.  
 
Omenjena avtorja sta v novejši raziskavi (Yamanaka in Kondo, 2015) ugotovila tudi, da 
imajo melanofore cebrice kiralno vrtilno gibanje, ki bi prav tako lahko vplivalo na nastanek 
črtastega vzorca v koži cebrice. V tem gibanju naj bi sodeloval aktinski citoskelet, negativno 
naj bi ga pa regulirali mikrotubuli. Matematične analize Chena in sodelavcev (2012) so celo 
pokazale, da naj bi to gibanje povzročilo nastanek ravnih črt, nasprotno pa naj bi izotropična 
premikanja povzročila labirintni vzorec. Na podlagi naših raziskav smo sicer tudi pri soški 
postrvi občasno opazili podobna gibanja (priloga A; posnetek 9). S tem sicer nismo dokazali, 
da gre res za kiralna rotacijska gibanja, saj so ta v resnici vidna le z uporabo fluorescenčnih 
proteinov/mutantov, pa vendar predhodni rezultati, ki potrjujejo predpostavke Yamakae, 
Kondo in Chena, nakazujejo, da so lahko podobna gibanja prisotna tudi pri vrsti, ki izraža 
labirintni vzorec.  
5.1.2 Proučevanje razlik na nivoju genov 
S sekvenciranjem transkriptoma celic iz usnjice kože soške in potočne postrvi smo relativno 
enostavno in v kratkem času prišli do velike količine podatkov. Kot sta v svojem preglednem 
članku izpostavila tudi San-Jose in Roulin (2017) nam tehnika mRNA-seq omogoča vpogled 
v izražanje specifičnih genov, ki se izražajo le v določenem trenutku razvoja ali območju 
organizma. Prav območje je tisto, ki smo ga v naši raziskavi skušali čim bolj omejiti in tako 
poiskati specifične gene, ki se različno izražajo ne le med vrstama, temveč tudi med različno 
obarvanimi deli kože soške in potočne postrvi. Med našimi vzorci je diferenčno izraženih 
genov veliko, hkrati pa razlike niso tako izrazite in očitne. Poleg analize diferencialnega 
izražanja genov nam je metoda omogočila tudi analizo mest SNP v trenutku odvzema 
izraženih genov, ki bi bili lahko prav tako pomembni pri nastanku različnega pigmentnega 
vzorca.  
 
Ker do danes še niso v celoti sekvencirali genoma ne soške ne potočne postrvi, smo se pri 
analizi dobljenih transkriptov odločili za prileganje na transkripte sorodne vrste atlantskega 
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lososa. Druga možnost bi bila de novo sestava transkriptoma, vendar se je po preliminarni 
analizi prileganje na dobro anotirane transkripte lososa (kljub izgubi podatkov) izkazalo za 
primernejše. Kot pri nekaterih drugih študijah je tudi v našem primeru delež transkriptov 
ostal neanotiran. Tukaj gre verjetno za nove transkripte, za katere ni bilo primerljivih 
sekvenc v prosto dostopnih bazah. Za njihovo anotacijo so potrebne dodatne analize, ki so 
seveda zahtevne. K lažji anotaciji novih transkriptov bodo v prihodosti veliko doprinesli na 
novo sekvencirani genomi oziroma transkriptomi istih ali sorodnih vrst. Tukaj bi poudarila, 
da je sestava genoma oziroma transkriptoma pri ribah iz podrazreda Teleostei predvsem 
zaradi njihovega recentnega podvojenega genoma in s tem podvojitve genov zelo zahtevna 
in se je ravno zato uporaba dobro anotiranega genoma atlantskega lososa v našem primeru 
izkazala za najprimernejšo.  
 
Z analizo GO diferenčno izraženih transkriptov med vrstama smo ugotovili, da jih je največ 
vključenih v molekularni funkciji vezave in katalitične aktivnosti. Biološki procesi z največ 
diferenčno izraženimi transkripti so bili celični proces, eno-organizemski proces, presnovni 
proces in biološka regulacija, kar sovpada tudi z drugimi primerljivimi študijami (Zhang in 
sod., 2015; Zhang in sod., 2017b). Med sestavnimi deli celice so bile najvišje celica, celični 
del, organeli in membrana, kar je seveda pričakovano, hkrati pa nam pove, da sta znotraj 
celic najbolj zastopana elementa organelov in celičnih membran. Z analizo KEGG smo 
zaznali znaten delež diferenčno izraženih genov, prisotnih v poteh, povezanih s pigmentacijo 
(signalna pot MAPK, signalna pot Wnt, melanogeneza, metabolizem tirozina idr.) in pa tudi 
celično komunikacijo (fokalna adhezija, celične adhezijske molekule (CAMs), signalna pot 
kalcija, tesni stik, adherentni stik, presledkovni stik). 
 
Med biološkimi potmi, ki so imele kar nekaj diferenčno izraženih genov, so bile tudi poti, 
povezane npr. z izločanjem inzulina, inzulinsko odpornostjo in delovanjem ščitnice. 
Poznano je, da imajo barvne različice velikokrat pleiotropne učinke. To ne velja samo za 
sesalce (zelo poznan primer je debelost zaradi mutacije na genu asip pri miših), ampak se 
pojavlja tudi pri salmonidih. Rumeni mutanti imajo npr. slabše juvenilno preživetje in 
zmanjšano rast (Dobosz in sod., 2000), modri so povezani z debelostjo (Yada in sod., 2002), 
sterilnostjo ter boleznimi ledvic in jeter (Oguri, 1974, 1976, 1992). Pri metalno modrih 
mutantih (Kincaid, 1975) pa so opazili celo boljšo rast kot pri divjemu tipu. Prav sledeče 
raziskave nam dajo misliti, da bi tudi v našem primeru, kjer smo sekvencirali mRNA iz 
usnjice kože soške in potočne postrvi, diferenčno izraženi geni, ki so povezani s 
pigmentacijo, lahko vplivali še na druge lastnosti organizma, ki se razlikujejo med vrstama. 
 
Med diferenčno izraženimi geni je tudi nekaj takih, ki imajo poznano vlogo pri fiziološki in 
morfološki spremembi obarvanosti. Med temi sta tudi dva izbrana kandidatna gena (pmel in 
mc1r), ki pa z metodo qPCR nista pokazala statistično značile razlike v izraženosti med 
vrstama. Na splošno večje vloge tem genom nismo pripisovali, saj tako morfološka kot 
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fiziološka sprememba obarvanosti ne vplivata na pigmentni vzorec, temveč samo na 
intenziteto barve. 
 
Ob razvrščanju z metodo k-means smo opazili, da je bil med diferenčno izraženimi 
transkripti znaten delež višje izraženih transkriptov pri vzorcih rdeče pike iz kože potočne 
postrvi. Tudi pri grafičnem prikazu diferenčnega izražanja genov, udeleženih v 
melanogenezi (slika 32), je lepo razvidno, da se barvni vzorec (ki nam pove, kakšna je raven 
izražanja) pri rdeči piki razlikuje od ostalih. To nakazuje na vpletenost različnih genov ali 
transkriptnih različic pri nastanku in vzdrževanju eritrofor tipa 2. Ker so eritrofore tipa 2 
skoraj edini tip celic, prisoten v rdečih pikah (tu najdemo samo še posamezne melanofore) 
in se hkrati ne pojavljajo v drugih regijah, je taka občutna razlika v izražanju genov 
razumljiva in potrjuje njihovo edinstvenost. Na podlagi naših rezultatov sicer ne vemo, ali 
se enaki geni povišano izražajo tudi v eritroforah tipa 1, saj je teh v temnih pikah potočne 
postrvi razmeroma malo in njihov profil izražanja najverjetneje prekrijejo ostali tipi 
pigmentnih celic. 
 
Na podlagi narejenih analiz lahko znaten delež diferenčno izraženih genov uvrstimo v dve 
večji skupini, in sicer na (1) gene, ki sodelujejo v poteh, povezanih s pigmentacijo, in (2) 
gene, povezane s celičnimi stiki in medcelično komunikacijo. Geni v procesu melanogeneze 
vplivajo v večini na obarvanost (intenziteto barve, količino melanosomov, pomanjkanje 
kromatofor idr.), običajno pa ne igrajo glavne vloge pri samem nastanku raznolikih 
pigmentnih vzorcev. Nasprotno obstaja veliko dokazov o pomembni vlogi membranskih 
proteinov, vključenih v medcelično komunikacijo (presledkovni stiki, ionski kanali), pri 
razporeditvi pigmentnih celic v koži in s tem pri nastanku in vzdrževanju pigmentnega 
vzorca (Irion in sod., 2014; Watanabe in Kondo, 2012). 
 
Prav zaradi velike zastopanosti diferenčno izraženih genov v obeh skupinah smo pri izboru 
22 kandidatnih genov, katerih izražanje smo na večjem številu vzorcev preverili tudi s qPCR, 
dali prednost že poznanim pigmentnim genom in genom, ki nosijo zapis za proteine, 
vključene v medcelično komunikacijo. Izražanje 16 od 22 genov je ustrezalo rezultatom iz 
mRNA-seq, kar načeloma potrjuje ustreznost rezultatov, dobljenih s to metodo. Med 
kandidatnimi geni smo jih nato šest, ki so imeli največjo diferenčno izraženost med vrstama 
oziroma posameznimi različno obarvanimi regijami, izbrali še za analizo izražanja na 
različno obarvanih območjih kože križancev med soško in potočno postrvjo. Obenem smo 
ovrednotili tudi fenotip (kompleksnost vzorca) križancev in naredili primerjavo med 
fenotipom in profilom izražanja izbranih genov. S fenotipom je deloma sovpadalo izražanje 
genov p21, gja5 in tjp1.  
 
Gen p21 oziroma cdkn1a je inhibitor od ciklina odvisne kinaze 1a (angl. cyclin dependent 
kinase inhibitor 1A); deluje kot regulator napredovanja celičnega cikla v fazi G1. Pod 
okriljem gena p53 deluje tudi v poti za ustavitev celične delitve ob poškodbi DNA (El-Deiry 
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in sod., 1994), vendar pa njegovo izražanje ni vedno odvisno od prisotnosti p53, kar so 
pokazale študije z mišmi z izbitim genom p53 (Macleod in sod., 1995). 
 
Z vidika urejanja pigmentnega vzorca je zanimiva raziskava Bishop in sod. (2006), kjer so 
ugotovili, da ima p21 vlogo pri nastanku vzorca oziroma pri postavitvi skupin pigmentiranih 
celic (angl. eye-spots) v drugem pigmentnem epiteliju, ki se nahaja v mrežnici očesa. 
Drugačen vzorec razporeditve skupin pigmentnih celic v mrežnici očesa pri miših, ki so 
imele onesposobljen gen p21, so prav tako pripisali nepravilnostim pri ustavitvi celičnega 
cikla. Celice so namreč nenadzorovano proliferirale, vse dokler jih ni ustavil drugi regulator 
celičnega cikla. Poleg ustavitve celičnega cikla lahko p21 vpliva še na en možen dejavnik 
pri nastanku pigmentnega vzorca, in sicer na spremembe v celičnem aktinskem citoskeletu 
in celičnem gibanju. p21 namreč vpliva na zmanjšano signalizacijo Rho-ROCK1-LIMK1-
kofilin (Besson in sod., 2004). Rho in njegov efektor Rho-kinaza (Rock1) sta namreč 
poznana po svoji vlogi regulacije aktinskih stresnih vlaken in fokalne adhezije. Po drugi 
strani sprožita Rac in p21-aktivirana kinaza (Pak) razporeditev aktina ter s tem nastanek 
izrastkov (lamelipodijev) in novih fokalnih stikov na celičnih robovih (Romanov in sod., 
2010). Pri analizi mest SNP in primerjavi med soško in potočno postrvjo smo opazili večje 
število spremenjenih aminokislin zaradi enonukleotidnih mutacij pri kar nekaj udeleženih 
genih v signalizaciji Rho; npr. z Rho povezanimi kinazami oziroma proteini. Prav tako je 
kar nekaj mest SNP povzročilo spremembo v aminokislinah pri genih, ki nosijo zapis za 
proteine, vključene v nastanek fokalnih stikov. Drugačna razporeditev aktina in nastanek 
izrastkov/fokalnih stikov bi namreč prav tako lahko igrala pomembno vlogo pri 
spremenjenem premikanju/interakciji med pigmentnimi celicami in posledično drugačnem 
pigmentnem vzorcu v koži. 
 
Našo pozornost pa so pritegnile raziskave, ki so izpostavile pomen gena p21 pri 
diferenciaciji melanofor in melanogenezi. Eller in sod. so leta 1996 npr. odkrili, da UV 
sevanje in s tem poškodbe DNA povišajo raven melanogeneze (vsebnost melanina). V svoji 
raziskavi so Šestáková in sod. (2010) dokazali zelo pomembno vlogo p21 kot 
transkripcijsega dejavnika pri pozitivni regulaciji promotorja mitf. Prav tako je mitf 
transkripcijski dejavnik za p21, kar med njima povzroči nastanek pozitivne zanke, ki je 
opazna tudi pri povečanem izražanju mitf v melanomskih celicah. Mitf je namreč 
transkripcijski dejavnik, ki igra osrednjo vlogo v melanogenezi in je tudi eden od naših 
izbranih kandidatnih genov. 
 
Če primerjamo rezultate izraženosti genov p21 in mitf v koži soške in potočne postrvi, ki 
smo jih dobili z metodo qPCR, se ti ne ujemajo. Gen p21 je namreč statistično značilno bolj 
izražen pri soški postrvi, mitf pa je višje izražen pri rdeči piki potočne postrvi. Razlaga za 
takšno razhajanje leži ponovno v pomembnem evolucijskem dogodku, in sicer v podvojitvi 
genoma, ki se je pri predniku teleostnih rib zgodil pred 250–350 milijoni let (Braasch in sod., 
2007, 2009a). Zato ima veliko rib dva gena, ki sta paraloga enemu genu, prisotnemu pri 
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ostalih vretenčarjih, vključno pri sesalcih in ptičih. Med njimi sta tudi mitfa in mitfb, ki 
ustrezata dvema izoformnima oblikama pri miši (MitfM in MitfA) (Lister in sod., 1999, 
2001). Pri cebrici je tako mitfb večinoma izražen v pigmentnem epiteliju v mrežnici očesa, 
mitfa pa v koži. V primeru mutacije pa lahko vlogo mitfa v koži prevzame tudi mitfb (Lister 
in sod., 1999, 2001). Tudi med našimi transkripti je tako več transkriptov, anotiranih pod 
mitf. Te smo dodatno preverili s poravnavo nukleotidnega in aminokislinskega zaporedja ter 
ugotovili, da naši transkripti ustrezajo različicam, ki so jih že našli pri drugih salmonidih (S. 
salar, S. alpinus, O. mykiss) in ki jih s primerjavo z mitf pri cebrici lahko razdelimo v dva 
razreda: mitfa in mitfb. V obeh razredih smo v našem primeru zasledili še dve skupini 
transkriptnih različic, ki sta se razlikovali v nekaj amino-kislinah, delecijah ali insercijah. Po 
natančni analizi smo ugotovili, da so bili začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za 
qPCR, specifični za mitfa, vendar postavljeni v regiji, kjer je prisotno veliko razlik in na 
osnovi katerih smo transkripte mitfa razdelili v dve skupini; specifična transkriptna varianta 
pa je bila višje izražena pri rdeči piki (kar je razvidno tudi iz rezultatov mRNA-seq). 
 
Prisotnost večjega števila transkriptov smo opazili pri velikem številu genov, ki so imeli med 
sabo tudi različen vzorec izražanja med vzorci, kar preprosto potrjuje različno vlogo 
paralogov v pigmentaciji. Seveda dobimo z metodo mRNA-seq, pri kateri sekvenciramo vse 
molekule mRNA, tudi transkripte, ki nastanejo šele v posttranskripcijski regulaciji. Tukaj 
mislimo predvsem na postopek alternativnega izrezovanja, s katerim iz iste molekule pre-
mRNA pridobimo več različnih mRNA, ki se nato prepišejo v različne oblike (izoforme) 
proteina. Z večjim številom paralogov, prav tako dodatnimi transkriptnimi variantami, se 
bistveno poveča raznovrstnost genov, ki sodelujejo v pigmentaciji. Verjetno gre za 
transkriptno različico tudi pri genu, ki smo ga poimenovali kot dctvar2 (slika 35), ki se 
izrazito bolj izraža v koži potočne postrvi, v soški pa zelo malo. 
 
Poleg zgoraj omenjenih vlog gena p21 je za njegovo morebitno vlogo pri nastanku 
pigmentnega vzorca pomembna še ena ugotovitev Šestákove in sod. (2010). Ti so namreč 
ugotovili, da je protein p21 izrazito bolj izražen v manj pigmentiranih, hitreje proliferajočih 
melanocitah, kot pri temneje obarvanih, počasi proliferajočih melanocitah. Ugotovitev je 
zanimiva, saj lahko naredimo neposredno vzporednico z našimi rezultati in opazovanji, ki se 
nam morda prej niso zdela pomembna. Med samim opazovanjem izoliranih melanocit smo 
v kulturi, izolirani iz kože potočne postrvi, opazili melanofore, ki bi jih lahko razdelili v dva 
(pod)tipa. Razlikovale so se predvsem v mobilnosti in tudi po intenziteti obarvanosti (priloga 
A; posnetki 3–5). Tako smo imeli tukaj prve, večinoma sicer večje melanofore (nad 350 
µm), ki so bile veliko bolj »okorne«. Običajno se je njihovo premikanje omejilo le na 
raztezanje/krčenje izrastkov, medtem ko se »telo« celice skoraj ni premaknilo. Po drugi 
strani smo v isti kulturi zaznali druge, malenkost manjše (cca. 150 µm) in svetlejše 
melanofore, ki so se veliko bolj aktivno premikale po podlagi. Pri soški postrvi bi na podlagi 
premikanja lahko ocenili, da smo opazili le drugi tip melanofor, čeprav zaradi manjšega 
števila uspešnih izolacij ne moremo z gotovostjo trditi, da prvega tipa v koži soške postrvi 
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ni. Melanofore v koži soške postrvi so v raztegnjenem stanju sicer dosegale zelo velike 
velikosti (do 500 µm, slika 19; navedeno tudi v članku Sivka in sod., 2012), vendar predvsem 
na račun dolgih izrastkov. Pri pregledu kože so te delovale bolj razvejane in manj 
kompaktne, kot pri potočni, v kulturi pa tudi bolj živahne, za razliko od stacionarnega 
podtipa pri potočni. Razlike bi lahko potrdili tudi z opažanji in mikrografijami iz 
mikroskopiranja, kjer smo v temni piki potočne postrvi večkrat opazili velike melanofore, 
običajno gosto napolnjene z velikimi melanosomi. V svetli regiji potočne postrvi so bili ti 
melanosomi veliko bolj redki, tudi same melanofore so bile običajno manjše (slika 24). Pri 
soški je bila razlika med svetlim in temnim območjem manjša, melanofore so bile sicer 
napolnjene z melanosomi, vendar so v večini delovale bolj ozke oziroma razpotegnjene, kot 
pri temni piki potočne postrvi. Vse to bi lahko namigovalo na različne tipe melanofor, kar 
lahko posledično razloži tudi različno izražanje gena p21. Tako bi se p21 višje izražal pri 
živahnih melanoforah, ki prevladujejo v koži soške, in manj izražal pri »togih« melanoforah, 
ki prevladujejo v koži potočne. S hipotezo o prisotnosti dveh različnih (pod)tipov melanofor 
bi lahko razložili tudi diferenčno izražanje še enega gena, ki je med kandidatnimi geni in 
tudi pri analizi qPCR križancev pokazal najbolj zanimiv vzorec izražanja. 
 
To je gen gja5, ki je bil pri analizi qPCR na večjem številu vzorcev potočne in soške postrvi 
bolj izražen v pikah – tako temni kot rdeči piki v koži potočne postrvi (slika 36), kar je prav 
tako sovpadalo z rezultati iz mRNA-seq. Gen gja5 nosi zapis za protein Gja5 oziroma 
koneksin v presledkovnih stikih.  
 
Presledkovni stiki so eden od tipov medceličnih stikov, vendar pri njih ne gre za povezavo 
v mehanskem smislu, temveč neposredno komunikacijo med sosednjimi celicami. Prisotni 
so skoraj povsod v telesu, razen v celicah odraslih skeletnih mišic, eritrocitih in limfocitih. 
Velikost in število se spreminjata glede na fazo celične delitve in izpostavljenost celice 
stresu. Presledkovni stik sestavljata dva koneksona na membranah sosednjih celic, ki se 
stikata in tvorita 1,5–2 nm širok kanal, ki omogoča neposreden prehod snovi med celicama. 
Konekson pa v membrani vsake celice tvori šest tesno povezanih transmembranskih 
proteinov, imenovanih koneksini (slika 47B). Koneksin je torej transmembranski protein, ki 
ga sestavljajo štiri transmembranske domene, dve zunajcelični zanki, ena znotrajcelična 
zanka in znotrajcelična N- in C-konca (slika 47A). Pri sesalcih obstaja približno 20 različnih 
genov za koneksine, medtem ko so ocenili, da jih je pri ribah iz podrazreda Teleostei 
približno 40 (eden od teh je gja5). Snovi, ki prehajajo skozi presledkovni stik so anorganski 
ioni (Ca, Na), aminokisline, nukleotidi, vitamini, hormoni itn. Odpiranje kanalov pa je 
odvisno od več dejavnikov, kot so npr. pH, depolarizacija, fosforilacija in koncentracije 
kalcija, natrija idr. Presledkovni stiki so namreč pomembni pri metabolni komunikaciji, 
prenosu akcijskega potenciala, informacijski komunikaciji, v času embrionalnega razvoja pa 
imajo pomembno vlogo pri nadzoru rasti in diferenciaciji.  
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Slika 47: Struktura presledkovnega stika (Irion in sod., 2014: 3). (A) Prikaz koneksina 41.8 z označenimi 
mutacijami, prisotnimi pri mutantu leo (B) Shematični prikaz heterotipnega presledkovnega stika.  
Figure 47: Gap junction structure (Irion et al., 2014: 3). (A) A cartoon of Connexin 41.8 is depicted showing 
the positions of the leo mutations. (B) Schematic of a heterotypic gap junction.  
 
V pigmentaciji je bila njihova pomembna vloga potrjena z že omenjenim genom cx41.8 pri 
mutantu leo cebrice; Cx41.8 je sestavni del presledkovnih stikov med kromatoforami (slika 
47A). Gja5 oziroma cx41.8 lahko tvori homotipne presledkovne stike, kjer isti koneksini 
sestavljajo oba polkoneksona, lahko pa z drugimi koneksini tvori heterotipne presledkovne 
stike (slika 47B). Vloga heterotipnih presledkovnih stikov v pigmentaciji je bila prav tako 
že potrjena v raziskavi Irion in sod. (2014), kjer so odkrili pomen mutacije na genu cx39.4 
(ortolog cx37/gja4) pri mutantu cebrice luchs in na podlagi raziskave zaključili, da obstajajo 
med ksantoforami in melanoforami heterotipni presledkovni sitki z obema vrstama 
koneksinov. V naši raziskavi je bil gen gja4 višje izražen pri rdeči piki potočne postrvi, kar 
bi prav tako lahko nakazovalo, da na območju rdeče pike prihaja do heterotipnih stikov v 
večjem številu kot drugje, saj je bila njegova izraženost v drugih vzorcih nižja in dokaj 
enakomerna.  
 
Gen gja5 je tudi pri križancih pokazal zanimiv vzorec izražanja; njegovo izražanje v vzorcih 
rdeče pike je namreč dosledno sledilo fenotipu križancev, pri čemer je bila izraženost 
obratno višja pri rdečih pikah, ki so se pojavile v koži s fenotipom, značilnim za soško postrv. 
Ker pri soških postrvih ne pričakujemo rdečih pik, je v tem primeru dejavnik, ki vpliva na 
povečano izražanje, najverjetneje podedovan od potočne postrvi. Glede na nam poznano 
literaturo na področju pigmentiranosti je naša raziskava prva, ki izpostavlja pomen izražanja 
gena, ki nosi zapis za protein v presledkovnih stikih, za nastanek specifičnega vzorca. Gen 
gja5 je namreč homolog gena cx41.8, ki je pri mutantih cebrice odgovoren za zelo širok 
nabor pigmentnih vzorcev (Watanabe in Kondo, 2012), vendar gre tam za delecije dela gena 
ali točkovne mutacije.  
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Brez dodatnih podatkov o posttranslacijskih spremembah bi lahko sklepali, da sestavljajo 
presledkovne stike v membranah melanfor in eritrofor (te se nahajao v rdeči piki potočne 
postrvi) v večji meri proteini Gja5, kot npr. v ostalih regijah. Še več, na podlagi hipoteze o 
dveh (pod)tipih melanofor bi lahko sklepali, da se protein čezmerno pojavlja predvsem v 
membranah stacionarnega tipa melanofor in eritrofor (tipa 1 in 2). Obe vrsti pigmentnih celic 
namreč tvorita pike, prav tako se oba tipa pojavljata v obeh pikah (melanofor je seveda več 
v temni piki, kjer so tudi eritrofore 1; v rdeči piki je več eritrofor tipa 2, pa tudi nekaj 
melanofor; (slika 48)). Tudi analiza izražanja gena gja5 v vzorcih, pridobljenih z metodo 
LCM (slika 37), če izvzamemo slabo kakovost vzorcev iz rdeče pike, deloma potrjuje to 
hipotezo, saj do izražanja ne prihaja v vzorcih, pridobljenih iz svetlih delov kože 
(ksantoforah), visoko izražanje gena pa je prisotno v vzorcih temnih pik (melanofor) iz kože 
potočne postrvi. Vseeno pa pride do izražanja v vzorcu melanofor iz soške postrvi. To sicer 
nakazuje, da bi lahko bila oba tipa melanofor prisotna tudi pri soški postrvi, vendar je razlika 
predvsem v količini stacionarnega tipa. Potrjuje pa tudi pomen različnega nivoja izražanja 
istega transkripta, ki pa se očitno ne pojavlja izključno v koži potočne postrvi. Vsekakor pa 
rezultati nakazujejo, da imajo glavno vlogo pri nastanku pike ravno presledkovni stiki, ki 
nastanejo med eritroforami in melanoforami. 
 
 
Slika 48: Vzorci kože iz (A) rdeče in (B) temne pike pri potočni postrvi. Bi lahko bila interakcija med dvema 
tipoma celic, ki ju ob pogledu na oba vzorca najprej opazimo, torej črnih melanofor in rdečih eritrofor, 
odgovorna za nastanek pik? 
Figure 48: Skin samples from (A) red and (B) dark spots in brown trout skin. Could be the interaction between 
two types of cells that we first notice, when we look on both samples, black melanophores and red 
erythrophores, responsible for formation of spots? 
 
Seveda ne smemo spregledati navideznega paradoksa pri rezultatih, dobljenih po analizi 
križancev. Zakaj bi bilo torej izražanje gena višje v pikah, ki se pojavljajo pri ribah, po 
fenotipu bližje soški postrvi? V obeh primerih gre torej za prisotnost proteinov Gja5 v 
koneksonih v membranah eritrofor (in melanofor?). Ena od možnih razlag bi bila, da na samo 
izražanje gja5 v eritroforah vpliva tudi okolica oziroma okoliške celice v njeni neposredni 
bližini. Ker se v tem primeru eritrofore (in melanofore) znajdejo v spremenjenem okolju, bi 
lahko bil njihov vložek za vzdrževanje pike/stikov med njimi toliko večji in bi tako morale 
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izražati več specifičnih koneksinov za ustrezno komunikacijo/depolarizacijo/prehajanje, ki 
bi jim še vedno omogočala primerno konformacijo. Tukaj bi torej imelo pomembno vlogo 
tudi okolje, v katerem se celice nahajajo in ki posredno sproži spremenjen/potenciran 
»odziv«. 
 
Obstaja več raziskav, ki poudarjajo pomen depolarizacije celic za njihovo organizacijo v 
drugačen pigmentni vzorec. Ena od teh je raziskava na mutantu jaguar, ki je imel mutacijo 
v genu kir7.1. To je ionski (kalijev) kanal, ki skrbi za vzdrževanje membranskega potenciala 
in je izražen v melanoforah. V raziskavi so Inaba in sod. (2012) namreč ugotovili, da je bil 
membranski potencial melanofor ves čas depolariziran v jaguar mutantih, medtem ko se je 
pri melanofori iz divjega tipa depolariziral ob stiku s ksantoforami. Odraz tega je bila 
drugačna interakcija med celicami, saj so melanofore mutanta jaguar ostale v stiku s 
ksantoforami in se jim niso umikale, kar je značilno za melanofore divjega tipa cebrice. 
Druga raziskava (Hamada in sod., 2014) je dokazala pomen signalizacije Delta/Notch pri 
interakciji med melanoforami in ksantoforami, in sicer preko njihovih izrastkov. Avtorji 
omenjene raziskave so izpostavili tudi možnost, da se signal oziroma molekula med 
membranama izrastkov prenaša skozi presledkovne stike. Zgoraj omenjene raziskave torej 
nakazujejo na zelo pomembno vlogo električne napetosti in signalizacije prek presledkovnih 
stikov ali ionskih kanalov pri regulaciji pigmentnega vzorca. 
 
Tretji gen, katerega izražanje sovpada s fenotipom križancev je tjp1. Tjp1, prav tako nosi 
zapis za protein Tjp1 (tudi Zo1), ki je sestavni del tesnih stikov. To so medcelični stiki, ki 
trdno povezujejo celice in preprečujejo prehod molekul in ionov med apikalnim in bazalnim 
delom celic, vseeno pa je njihova vloga pri nastanku pigmentnega vzorca, in to prav gena 
tjp1a, že poznana. Njegovo pomembno vlogo so odkrili v raziskavi Fadeev in sod. (2015), 
kjer se je pri mutantih sbr cebrice, z mutacijo v tjp1a genu, namesto prog pojavil pikasti 
vzorec. Odkrili so, da je izražanje tjp1a višje pri gostih iridoforah, ki se pojavljajo v skupkih, 
te pa prekinejo proge in povzročijo nastanek pik. Tudi v našem primeru je bilo izražanje tjp1 
višje pri potočni postrvi, ki ima v koži pike. Prav tako je izražanje višje pri križancih, ki 
imajo pike, nižje pa pri tistih, ki izražajo fenotip bližje soški postrvi, kar bi lahko nakazovalo 
na podoben mehanizem. Lahko bi šlo za povišano izražanje pri iridoforah tipa L, ki se 
pojavljajo le v svetli regiji potočne postrvi in tako »vzdržujejo« pike. S tem še enkrat 
potrjujemo pomen diferenčnega izražanja pri različnih (pod)tipih pigmentnih celic in 
posledično njihovo spremenjeno interakcijo z ostalimi tipi pigmentnih celic. Prav tako se je 
pri tem in še nekaterih drugih genih, ki nosijo zapise za tesne stike (priloga G; Zo1–3), 
pojavilo veliko točkovnih mutacij s spremenjenim pomenom. To jih glede na poznano 
literaturo uvršča med kandidatne gene za spremembo v pigmentnem vzorcu. Ker protein 
Tjp1 povezuje transmembranske proteine v tesnem stiku (okludine in klavdine) z aktinskim 
citoskeletom, bi lahko posredno vplival tudi na spremembo v aktinskem citoskeletu in 
celičnem gibanju, kar sovpada tudi z eno od vlog gena p21. 
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Komunikacija med celicami pa lahko poteka tudi prek drugih membranskih struktur; tudi pri 
spremenjeni komunikaciji ob nastanku vzorca pri naših dveh vrstah razlika ni nujno omejena 
samo na gja5 in tjp1. Zato se tudi naš seznam potencialnih genov, ki bi lahko vplivali na 
pigmentni vzorec, ne zaključi s preverjenimi 22 kandidatnimi geni. S pregledom teh genov 
smo sicer ugotovili, da v večini primerov rezultati iz mRNA-seq ustrezajo rezultatom, ki 
smo jih pridobili z metodo qPCR na večjem številu vzorcev. Čeprav se na rezultate iz analize 
mRNA-seq ne moremo povsem zanašati, so vsekakor zelo infomativni.  
 
Med transkripti, ki so bili pri metodi mRNA-seq statistično različno izraženi, je veliko 
membranskih proteinov. Eni izmed diferenčno najbolj izraženimi transkripti med vrstama so 
bili tudi transkripti, ki nosijo zapis za proteine iz družine MAGUK p55, ki bi lahko imeli 
pomembno vlogo pri različnem pigmentnem vzorcu. Gen mpp3 je bil tako veliko bolj izražen 
pri soški postrvi, mpp5 pa pri potočni. Pri mpp5-a like je prisotna tudi točkovna mutacija s 
spremenjenim pomenom, če primerjamo soško in potočno postrv. Proteini iz te družine 
namreč interagirajo s celičnim citoskeletom in imajo najverjetneje vlogo pri biogenezi tesnih 
stikov ter vzpostavitvi celične polarnosti v epitelijskih celicah (Anderson, 1996; Stucke in 
sod., 2007). So pa za omenjene gene našli več transkriptnih različic, ki nosijo zapis za 
različne izooblike proteinov, kar je načeloma razvidno tudi iz naših rezultatov. 
 
Med potencialnimi kandidati so tudi geni, ki nosijo zapis za proteine v ionskih kanalih, npr. 
gen clcn2, ki nosi zapis na ionski (kloridni) kanal in je statistično značilno bolj izražen pri 
soški postrvi. Pri soški postrvi izrazito bolj izražen je še kcnc2, ki nosi zapis za kalijev kanal. 
Enega izmed kalcijevih kanalov (cac2d4) smo glede na spremenjeno aminokislinsko 
zaporedje ob primerjavi dveh vrst uvrstili tudi med kandidatne gene po analizi SNP. Tudi 
pri drugi vrsti, ki izraža marmoriran vzorec, ribi napihovalki Mushifugu Takifugu exascurus, 
so preliminarni rezultati obširne raziskave, ki bo vključevala tudi potomce križane s sorodno 
vrsto napihovalke s pikastim vzorcem, pokazali pomembno vlogo ionskih kanalov, 
natančneje kalijevega kanala Kcnk5 (osebno sporočilo Seite Miyazawe). 
 
Mathews in Levin (2017) v svojem preglednem članku navajata prav presledkovne stike in 
ionske kanale kot strukture, ki naj bi bile skupaj odgovorne za organizacijo celic (če 
izvzamemo nevrone) v fiziološke mreže (slika 49), kar lahko nakazuje, da so prav tako 
odgovorni za ustrezno organizacijo oziroma komunikacijo tudi pri pigmentnih celicah. 
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Z našo raziskavo so bili tako prvič pridobljeni transkriptomi iz kože potočne in soške postrvi, 
ki nam nudijo velik nabor sekvenc, ki bi jih lahko uporabili tudi pri študiju drugih procesov, 
ki se odvijajo v koži. Čeprav zasnova poskusa ni bila optimalna (združevali smo le tri 
posamezne osebke na vrsto), smo izražanje kandidatnih genov preverili na večjem številu 
vzorcev še z metodo qPCR in tako potrdili veliko mero ustreznosti rezultatov iz mRNA-seq. 
Prav tako so naši rezultati jasno pokazali velik pomen medceličnih stikov pri nastanku 
pigmentnega vzorca v koži postrvi. 
 
Za boljši vpogled v specifične učinke posameznih pigmentov (tudi njihove sinteze) oziroma 
tipa celic na celotni vzorec bi bilo morda smiselno uporabiti še natančnejše metode, kot je 
npr. transkriptom iz ene same celice (single-cell RNA-seq; Wu in sod., 2014). V kombinaciji 
s tehnikami za sekvenciranje celotnega genoma bi tako lahko dobili optimalen način za 
odkrivanje sprememb, ki vodijo v nastanek različnih barv in vzorcev. Dodatno bi nam tudi 
epigenetika pomagala pri razumevanju uravnavanja različno izraženih genov in posledično 
sinteze pigmentov pri posameznih vrstah. Ena od omejitev te metode je pomanjkanje 
primernega referenčnega genoma, ki pa se z vedno večjim številom sekvenciranih genomov 
tudi strmo izboljšuje. Kljub tem sicer možnim izboljšavam, je bila naša raziskava v tej 
stopnji dobro zasnovana, pridobljeni rezultati so pomembni in veliko pripomorejo k našemu 
razumevanju nastanka vzorca v koži postrvi. 
 
Figure 49: Non-neural cell network (Mathews and Levin, 2017: 2). 
Slika 49: Organizirana mreža celic (ne živčnih) (Mathews in Levin, 2017: 2). 
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S pridobljenimi rezultati smo skušali odgovoriti na hipoteze, ki smo si jih zastavili na začetku 
raziskave. 
 
Naša prva hipoteza pravi, da se organizacija pigmentnih celic v usnjici med soško in potočno 
postrvjo razlikuje, kar nakazuje na različno interakcijo med celicami pri obeh vrstah. Prvi 
del hipoteze zagotovo velja, saj smo opazili razlike med organizacijo pigmentnih celic med 
vrstama, predvsem z večjo organizacijo pigmentnih celic v koži potočne postrvi. Samo na 
podlagi celičnega dela naše raziskave ne bi mogli z gotovostjo potrditi drugega dela 
hipoteze, saj sama organizacija pigmentnih celic ni nakazovala različnih interakcije med 
celicami. Vseeno pa lahko na podlagi rezultatov iz genetskega dela naše raziskave sklepamo, 
da do specifičnih interakcij, ki so pomembne za vzorec, prihaja med melanoforami in 
eritroforami, ki so prisotne tako v temni kot rdeči piki, pomembne so verjetno tudi iridofore 
tipa L, ki so prisotne le v svetli regiji kože potočne postrvi. Pri soški postrvi na podlagi 
rezultatov ne moremo sklepati, katere interakcije so ključne, očitno pa primanjkljaj zgoraj 
naštetih dejavnikov/celic povzroči, da te ne tvorijo pik. 
 
Druga hipoteza se je nanašala na genetsko ozadje pigmentiranosti pri soški postrvi. Sklepali 
smo, da je marmoriran vzorec posledica vsaj enega od sledečih dejavnikov: (a) različne ravni 
izražanja kandidatnih genov, (b) polimorfizmov v genih, ki so vključeni v celično 
interakcijo.  
 
Ta hipoteza se ob dobljenih rezultatih neposredno navezuje na naslednjo, tretjo, ki pravi, da 
je pri križancih med soško in potočno postrvjo jasno nakazana povezava med pigmentnim 
vzorcem in izražanjem kandidatnih genov. Potrdili smo, da so nekateri kandidatni geni med 
vrstama statistično značilno različno izraženi, z dodatno analizo izražanja pri križancih pa 
smo prišli do treh od verjetnih kandidatov za drugačen pigmentni vzorec med vrstama. Nivo 
izražanja gena gja5 je sodeč po naših rezultatih bistven za ustrezno interakcijo med 
pigmentnimi celicami (najverjetneje se pojavlja v membrani melanofor in eritrofor), saj se 
je gen povišano izražal v pikah. To smo deloma potrdili tudi pri križancih, kjer je bilo 
povišano izražanje pomembno predvsem za nastanek pik v okolici, v kateri pik originalno 
ni (v koži soške postrvi). Lahko je šlo za enostavno podedovanje dejavnika, ki vpliva na 
nastanek pik s strani potočne postrvi, kar pa seveda še vedno ustreza naši razlagi. Prav tako 
je izražanje gena tjp1 po naših rezultatih pomembno pri nastanku vzorca, najverjetneje gre 
tukaj za specifično interakcijo med iridoforami in njihovo okolico ali pa spremenjeno 
ureditev aktinskega citoskeleta. Našli smo tudi kar nekaj polimorfizmov znotraj naših pa tudi 
drugih potencialnih kandidatnih genov. Na podlagi rezultatov smo sestavili seznam možnih 
kandidatnih genov, katerih točkovne mutacije vplivajo tudi na spremembo aminokislin v 
proteinu. 
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V četrti hipotezi smo predvideli, da je za nastanek marmoriranega vzorca pri soški postrvi 
in potočni postrvi iz reke Otre odgovoren enak genetski mehanizem. Temu smo dodali še 
vzorec tigraste postrvi, ki na svoji koži prav tako izraža marmoriran vzorec. Na podlagi naših 
rezultatov smo sicer potrdili, da je gen gja5 res bolj izražen v pikastih vzorcih potočne 
postrvi v primerjavi z vsemi ostalimi vzorci, ki imajo labirinten pigmentni vzorec, tjp1 pa 
povišano izražen v potočni postrvi v primerjavi z ostalimi. S tem pa nismo nujno potrdili 
enakega genetskega mehanizma pri ostalih treh vrstah, ki imajo podoben pigmentni vzorec. 
Vseeno lahko na širšem nivoju sklepamo, da bi zaradi različnih presledkovnih in tesnih 
stikov lahko prišlo do spremenjene komunikacije med celicami in s tem do različnega 
pigmentnega vzorca. 
 
Glede na dobljene rezultate v naši raziskavi lahko pri nastanku pigmentnega vzorca pri 
postrvih pripišemo velik pomen medceličnim stikom in ionskim kanalom. Prav tako bi lahko 
imel pomembno vlogo spremenjen aktinski citoskelet in s tem različno celično gibanje med 
vrstama. 
 
Na podlagi naših ugotovitev bi lahko izbirali med različnimi nadaljnjimi potmi, ki bi nam 
pomagale dodatno razumeti mehanizem, ki vpliva na nastanek vzorca, npr.: (1) 
sekvenciranje transkriptoma posameznih tipov pigmentnih celic, (2) na molekulskem nivoju 
bi poiskali molekulo oziroma epigenetski označevalec, ki je odgovoren za tako razliko pri 
izražanju istega gena med vrstama, (3) lahko bi izpopolnili naš celični model in na njem 
raziskovali različna celična gibanja, vrsto komunikacije, do katere prihaja med različnimi 
presledkovnimi stiki (raziskava interakcije med melanoforami in eritroforami) oziroma 
njihovo vlogo pri tvorjenju vzorca (prenos električnega signala, depolarizacija, prehajanje 
različnih molekul idr.). 
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6 POVZETEK (SUMMARY) 
6.1 POVZETEK 
Z uporabo in povezovanjem tako celično-bioloških kot genetskih metod smo v naši raziskavi 
skušali celovito odgovoriti na vprašanje o tem, kakšen mehanizem povzroča nastanek 
pigmentnega vzorca v koži postrvi. Vzorec v koži postrvi je lahko zelo raznolik, naše 
zanimanje pa je pritegnila velika razlika med sorodnima vrstama, soško in potočno postrvjo, 
ki v koži izražata marmoriran in pikast vzorec.  
 
Z uporabo TEM smo raziskali položaj in ultrastukturo pigmentnih celic, ki ležijo v koži obeh 
postrvi. Odkrili smo, da je organizacija pigmentnih celic višja v koži potočne postrvi v 
primerjavi s soško postrvjo. V koži potočne postrvi smo na različnih obarvanih regijah 
(predelih kože) poleg celic, ki smo jih opisali tudi pri soški postrvi, našli po en tip celic, ki 
se je pojavljal izključno na dotičnem območju. Tako smo v temni piki potočne postrvi našli 
eritrofore tipa 1, na svetlem območju iridofore tipa L, v rdeči piki pa eritrofore tipa 2. Prav 
ta drugi tip eritrofor smo tudi prvič opisali pri postrvih. Dodatno smo razliko med dvema 
tipoma eritrofor potrdili še z uporabo korelativne mikroskopije. Sam položaj pigmentnih 
celic in njihove interakcije na različno obarvanih regijah kože pa niso bili tako značilni, da 
bi na podlagi tega podatka lahko določili, katere pigmente celice in povezave med njimi so 
ključne za nastanek različnega pigmentnega vzorca. 
 
Ker na podlagi mikroskopske analize pigmentnih celic v koži nismo mogli zaključiti do 
kakšnih, če sploh, medceličnih interakcij prihaja, smo v ta namen iz kože izolirali pigmentne 
celice in prvič pripravili primarno celično kulturo kože postrvi. Z uporabo metode 
intervalnega zajemanja slik smo spremljali interakcije med pigmentnimi celicami (homo- in 
heterotipične). Ker pa je bila kultura celic preveč heterogena, saj je poleg pimentnih 
vsebovala tudi druge celice kože, smo težko razbrali statistično značilna gibanja in 
interakcije, ki bi vplivale na nastanek vzorca. Vseeno smo ob opazovanju celic iz kože 
potočne postrvi opazili, da se melanofore pojavljajo v dveh oblikah, ki se med sabo 
razlikujejo tako po barvi kot tudi po gibanju in lahko v povezavi z različnim izražanjem 
potencialno vplivajo na nastanek specifičnega pikastega vzorca. 
 
Pomemben del naše raziskave, s katerim smo želeli odkriti vzrok nastanka različnega 
pigmentnega vzorca v koži postrvi, je bil zagotovo genetski, kjer smo z metodami naslednje 
generacije sekvencirali transkriptom različno obarvanih predelov kože soške in potočne 
postrvi. S poravnavo na transkripte atlantskega lososa, predvsem pa z uporabo 
bioinformatskih orodij smo dobili velik nabor različno izraženih transkriptov med 
posameznimi vzorci. Diferenčno izražene gene lahko v grobem uvrstimo v dve večji skupini, 
in sicer na (1) gene, ki sodelujejo v poteh, povezanih s pigmentacijo in (2) gene, povezane s 
celičnimi stiki, kamor uvrščamo tudi membranske proteine, vključene v celično 
komunikacijo, medcelične povezave in ionske kanale. Ob pregledu anotacij transkriptov smo 
Djurdjevič I. Transkriptomska analiza in celično ozadje … vzorca pri soški postrvi (Salmo marmoratus, Cuvier 1817). 




opazili, da se za isti gen običajno pojavlja večje število transkriptov oziroma njihovih 
različic. To so najverjetneje alternativne spojitvene različice, v nekaterih primerih pa tudi 
napake sekvenciranja.  
 
Transkripte smo z uporabo orodja za razvrščanje k-means združevali v skupine s podobnim 
vzorcem izražanja, z analizama GO in KEGG pa razporedili po njihovi vlogi (molekulska 
funkcija, celična komponenta, biološki procesi) in po poteh, v katerih sodelujejo.  
 
Med diferenčno izraženimi geni smo izbrali 22 kandidatnih genov, ki imajo tudi že poznano 
vlogo v pigmentaciji ali medcelični komunikaciji. Dodatno smo jih na večjem številu 
vzorcev potestirali z metodo qPCR. Izmed teh genov smo pri šestih naknando preverili še 
izraženost pri križancih med vrstama. Geni, katerih izraženost je najbolj sledila vzorcu v 
koži, so bili p21, gja5 in tjp1. Gen p21 je sicer dokazano različno izražen pri dveh tipih 
melanocit pri sesalcih, kar smo z različnimi vzorci izražanja in opazovanja melanofor v 
celičnih kulturah potrdili tudi pri postrvih. Gen gja5 nosi zapis za protein (koneksin) v 
presledkovnih stikih, ki so del medceličnih povezav, vključenih v medcelično komunikacijo. 
Gen gja5 je bolj izražen v rdečih in temnih pikah v koži potočne postrvi. To bi lahko 
nakazovalo na večji delež tega tipa koneksina v presledkovnih stikih, prisotnih med 
melanoforami in eritroforami v koži potočne postrvi. Gen tjp1 nosi zapis za protein (Zo-1) 
v tesnih stikih in nakazuje na pomembno vlogo interakcije med iridoforami z okoliškimi 
celicami pri nastanku vzorca oziroma na spremenjen aktinski citoskelet, ki bi posredno prav 
tako lahko vplival na spremenjeno medcelično interakcijo. 
 
Poleg diferenčnega izražanja smo na transkriptih poiskali tudi mesta SNP med vrstama. Na 
podlagi analiz GO in KEGG ter razlike v aminokislinskem zaporedju smo določili 
kandidatne gene, ki bi lahko imeli pomembno vlogo pri nastanku različnega pigmentnega 
vzorca. Njihovo vlogo pa je treba dokazati z nadaljnimi analizami. 
 
Na podlagi dobljenih rezultatov pripisujemo bistveno vlogo pri nastanku pigmentnega 
vzorca medcelični komunikaciji. Raziskava je tudi dobro izhodišče za nadaljne raziskave, s 
katerimi bi natančno lahko odgovorili na vprašanje, katere specifične molekule oziroma 
fizikalne lastnosti, ki se spreminjajo ob različni komunikaciji med celicami, so odgovorne 
za nastanek različnih vzorcev v koži postrvi. 
6.2 SUMMARY 
In order to determine the mechanism behind different pigment pattern formation, we applied 
different cellular and genetic methods. There are several different patterns present in the skin 
of trouts, but we focused on two closely related species: marble trout (with a unique 
labyrinthine pattern) and brown trout (with dots). 
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Using TEM we identified the position and ultrastructure of pigment cell, which lay in the 
skin of both species. We discovered that there is a higher organisation of pigment cells in 
the skin of brown trout, compared to the skin of marble trout. We found different pigment 
cell types present exclusively in some regions of the skin of brown trout. We discovered type 
1 erythrophores only in dark spot, type L iridophores only in the light region and type 2 
erythrophores only in the red spot. This was also the first description of this type of 
erythrophores in the skin of trout. We additionally confirmed the difference between type 1 
and type 2 erythrophores using correlative microscopy. Nevertheless, this was not enough 
to make a direct connection between the position of pigment cells in a differently pigmented 
region and different pigment patterns in the skin. 
 
Since we couldn't predict the involvement of specific pigment cell interactions based on 
TEM observations, we isolated pigment cells from the skin of the two species and made a 
primary pigment cell culture. Unfortunately, the cell culture was too heterogeneous and we 
could not define statistically significant movements/interactions among pigment cells that 
could affect the pigment pattern. However, we did notice the presence of two melanophores 
types in the skin of brown trout, which differ in their colour and movements. Together with 
their differential expression, they could play an important role in the formation of spot 
pattern. 
 
The most informative part of our research was the genetic research. With the application of 
next-generation methods, we sequenced the transcriptomes of differently pigmented sections 
of skin of both marble and brown trout. The transcripts were aligned to the Atlantic salmon 
transcripts, and the usage of different bioinformatical tools got us a set of differentially 
expressed transcripts between samples. Among those differentially expressed transcripts, 
there were several, that code for membrane proteins, involved in some sort of cell-cell 
communication, like proteins in ion channels or gap junctions. When going through the 
annotated transcripts we noticed several transcripts or transcripts variants annotating to the 
same gene. This is probably due to alternative splicing, and in some cases, triggered by a 
sequencing error. 
 
Using k-means we assembled the transcripts in groups with a similar pattern of expression. 
The GO and KEGG analysis were used to arrange the transcripts according to their role 
(molecular function, cell component, biological process) and pathways they are involved in. 
 
From all differentially expressed genes among samples, we selected 22 candidate genes, that 
have a known role in pigmentation or cell-cell communication. Using qPCR we analysed 
their expression on a higher number of samples. Six of them were additionally also analysed 
on hybrids between the two species. Genes, showing the highest correlation between their 
expression and pigment pattern in the skin were p21, gja5 and tjp1. The p21 gene is known 
to be differentially expressed among two types of melanocytes in mammals, which could 
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confirm the presence of different types of melanophores in the skin of both species. Gja5 
codes for a protein (connexin) present in gap junctions, which are cell connections involved 
in cell-cell communication and is overexpressed in spots – red and dark present in the skin 
of brown trout. This could indicate a higher presence of this connexin type in gap junctions 
present in melanophores and erythrophores from brown trout skin. Tjp1 codes for another 
protein (Zo1), present in tight junctions between cells and could indicate an important role 
of iridophores in pigment pattern formation or a different actin cytoskeleton formation 
between species and by that different cell-cell interaction. 
 
In addition to differential expression, we used the aligned transcripts for SNP calling (SNPs 
between the two species). Based on GO and KEGG analysis and the difference in the amino 
acid sequence, we defined candidate genes that could affect the pigment pattern. To confirm 
their role in pigmentation, additional experiments should be done. 
 
Our results suggest there is an important role of cell-cell communication in promoting 
pigment pattern formation. Our scientific findings are a good basis for further, more detailed 
research of molecules or physical characteristics that are involved in the cell-cell 
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Posnetki so zbrani v priloženem CD-ju. 
Posnetek 1: Delitev iridofore v kluturi (potočna postrv). 
Posnetek 2: Velika, raztezajoča melanofora in nekaj iridofor v njeni bližini (potočna postrv). 
Posnetek 3: Interakcija med melanoforami, iridoforami in ksantoforami (potočna postrv). 
……………Ksantofore imajo zelo dolge, neobarvane izrastke. Tudi tukaj lahko opazimo 
……………iridofore med delitvijo. 
Posnetek 4: Interakcija med melanoforami, iridoforami in ksantoforami II (potočna postrv). 
Posnetek 5: Interakcija med melanoforami in iridoforami (potočna postrv). 
Posnetek 6: Iridofore zelo aktivno potujejo po podlagi, če imajo za to dovolj prostora (soška 
……………postrv). 
Posnetek 7: Interakcija med melanoforo in iridoforo tipa L (soška postrv). 
Posnetek 8: Melanofora z lepo vidnimi 2 jedri (soška postrv). 
Posnetek 9: Raztezanje melanofore in gibanje melanosomov (soška postrv).  
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Seznam 50 najbolj izraženih transkriptov pri soški postrvi. 
 
Transkript  Anotacija (gen – angleško ime) Kratica  
XM_014147199.1  PREDICTED: Salmo salar keratin, type II cytoskeletal cochleal-
like (LOC106572750), mRNA 
K2C8 
XM_014135683.1  PREDICTED: Salmo salar keratin, type II cytoskeletal cochleal-
like (LOC106566974), mRNA 
K2C8 
XM_014176408.1  PREDICTED: Salmo salar keratin, type I cytoskeletal 13-like 
(LOC106587764), transcript variant X1, mRNA 
K1C13 
XM_014179844.1  PREDICTED: Salmo salar collagen alpha-1(I) chain-like 
(LOC106589632), mRNA 
CO1A1 
XM_014178510.1  PREDICTED: Salmo salar collagen, type I, alpha 2 (col1a2), 
transcript variant X1, mRNA 
CO1A2 
XM_014202067.1  PREDICTED: Salmo salar ictacalcin-like (LOC106606010), 
transcript variant X1, mRNA 
 
NM_001123525.1  Salmo salar beta actin (LOC100136352), mRNA ACTB 
XM_014192569.1  PREDICTED: Salmo salar collagen alpha-1(I) chain-like 
(LOC106600852), mRNA 
CO1A1 
XR_001327356.1 /   
XM_014144262.1  PREDICTED: Salmo salar collagen alpha-1(X) chain-like 
(LOC106571324), mRNA 
COAA1 
XM_014204457.1  PREDICTED: Salmo salar collagen alpha-1(I) chain 
(LOC100286406), mRNA 
CO1A1 
XM_014209886.1  PREDICTED: Salmo salar collagen alpha-1(I) chain-like 
(LOC106610502), mRNA 
CO1A1 
XM_014142822.1  PREDICTED: Salmo salar collagen alpha-2(I) chain 
(LOC106570460), transcript variant X1, mRNA 
CO1A2 
XM_014154655.1  PREDICTED: Salmo salar collagen, type XVII, alpha 1 (col17a1), 
mRNA 
COHA1 
XM_014131515.1  PREDICTED: Salmo salar keratin, type I cytoskeletal 13-like 
(LOC106564959), mRNA 
K1C13 
XM_014157118.1  PREDICTED: Salmo salar lipocalin-like (LOC106578378), mRNA  
XR_001321354.1 /  
XM_014131518.1  PREDICTED: Salmo salar keratin, type I cytoskeletal 13 
(LOC106564961), mRNA 
K1C13 
XM_014201580.1  PREDICTED: Salmo salar apolipoprotein Eb-like 
(LOC106605689), mRNA 
 
XM_014141923.1  PREDICTED: Salmo salar elongation factor 1-alpha, oocyte form 
(LOC100136485), mRNA 
 
NM_001139607.1  Salmo salar heat shock protein 8 (hspa8), mRNA  
XM_014176433.1  PREDICTED: Salmo salar keratin, type I cytoskeletal 13-like 
(LOC106587783), mRNA 
K1C13 




                         se nadaljuje 
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XM_014204996.1  PREDICTED: Salmo salar collagen alpha-1(X) chain-like 
(LOC106607727), mRNA 
COAA1 
XM_014185382.1  PREDICTED: Salmo salar ictacalcin-like (LOC106594007), 
transcript variant X1, mRNA 
 
XM_014198569.1  PREDICTED: Salmo salar neuroblast differentiation-associated 
protein AHNAK-like (LOC106604153), mRNA 
AHNK 
XM_014176502.1  PREDICTED: Salmo salar keratin, type I cytoskeletal 13-like 
(LOC106587847), mRNA 
K1C13 
XR_001321537.1  PREDICTED: Salmo salar uncharacterized LOC106574408 
(LOC106574408), ncRNA 
 
XM_014131516.1  PREDICTED: Salmo salar keratin, type I cytoskeletal 13-like 
(LOC106564960), transcript variant X1, mRNA 
K1C13 
XM_014140963.1  PREDICTED: Salmo salar elongation factor 2-like (LOC106569524), 
mRNA 
EF2 
XM_014213254.1  PREDICTED: Salmo salar SPARC-like (LOC106612255), mRNA SPRC 
XM_014199897.1  PREDICTED: Salmo salar H-2 class II histocompatibility antigen 
gamma chain-like (LOC106604844), transcript variant X1, mRNA 
HG2A 
XM_014177344.1  PREDICTED: Salmo salar class I histocompatibility antigen, F10 
alpha chain-like (LOC106588401), mRNA 
 
XM_014123264.1  PREDICTED: Salmo salar desmoglein-2-like (LOC106560387), 
transcript variant X1, mRNA 
DSG2 
XM_014198623.1  PREDICTED: Salmo salar SPARC-like (LOC106604192), mRNA SPRC 
XM_014209803.1  PREDICTED: Salmo salar semaphorin-4F-like (LOC106610434), 
mRNA 
SEM4F 
NM_001123532.1  Salmo salar heat shock protein hsp90 beta (hsp90b), mRNA HS90B 
XM_014169117.1  PREDICTED: Salmo salar gelsolin-like (LOC106584171), transcript 
variant X1, mRNA 
GELS 
XM_014213290.1  PREDICTED: Salmo salar neuroblast differentiation-associated 
protein AHNAK-like (LOC106612274), mRNA 
AHNK 
XM_014143857.1  PREDICTED: Salmo salar papilin-like (LOC106571140), transcript 
variant X1, mRNA 
PPN 
XM_014214349.1  PREDICTED: Salmo salar claudin-4-like (LOC106612824), mRNA CLD4 
XM_014173892.1  PREDICTED: Salmo salar fruit protein pKIWI501-like 
(LOC106586507), mRNA 
C99L2 
NM_001123629.1  Salmo salar elongation factor 1 alpha (LOC100136525), mRNA  
XR_001323464.1 /  
XM_014140215.1  PREDICTED: Salmo salar desmoplakin-like (LOC106569165), 
transcript variant X1, mRNA 
DESP 
XR_001328652.1  PREDICTED: Salmo salar uncharacterized LOC106604326 
(LOC106604326), ncRNA 
 
XM_014176441.1  PREDICTED: Salmo salar keratin, type I cytoskeletal 13-like 
(LOC106587793), mRNA 
K1C13 
XM_014188776.1 /  
XM_014192087.1  PREDICTED: Salmo salar ornithine decarboxylase 1 (odc1), mRNA  
XM_014146179.1  PREDICTED: Salmo salar nuclease-sensitive element-binding 
protein 1-like (LOC106572208), transcript variant X1, mRNA 
YBOX1 
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Seznam 50 najbolj izraženih transkriptov pri potočni postrvi. 
 
Transkript  Anotacija (gen – angleško ime) Kratica  
XM_014147199.1  PREDICTED: Salmo salar keratin, type II cytoskeletal cochleal-like 
(LOC106572750), mRNA 
K2C8 
XM_014135683.1  PREDICTED: Salmo salar keratin, type II cytoskeletal cochleal-like 
(LOC106566974), mRNA 
K2C8 
XM_014176408.1  PREDICTED: Salmo salar keratin, type I cytoskeletal 13-like 
(LOC106587764), transcript variant X1, mRNA 
K1C13 
XM_014179844.1  PREDICTED: Salmo salar collagen alpha-1(I) chain-like 
(LOC106589632), mRNA 
CO1A1 
NM_001123525.1  Salmo salar beta actin (LOC100136352), mRNA ACTB 
XM_014202067.1  PREDICTED: Salmo salar ictacalcin-like (LOC106606010), 
transcript variant X1, mRNA 
 
XM_014178510.1  PREDICTED: Salmo salar collagen, type I, alpha 2 (col1a2), 
transcript variant X1, mRNA 
CO1A2 
XM_014192569.1 PREDICTED: Salmo salar collagen alpha-1(I) chain-like 
(LOC106600852), mRNA 
CO1A1 
XM_014204457.1  PREDICTED: Salmo salar collagen alpha-1(I) chain 
(LOC100286406), mRNA 
CO1A1 
XM_014142822.1  PREDICTED: Salmo salar collagen alpha-2(I) chain 
(LOC106570460), transcript variant X1, mRNA 
CO1A2 
XM_014131518.1  PREDICTED: Salmo salar keratin, type I cytoskeletal 13 
(LOC106564961), mRNA 
K1C13 
XM_014209886.1  PREDICTED: Salmo salar collagen alpha-1(I) chain-like 
(LOC106610502), mRNA 
CO1A1 
XR_001327356.1 /   
XM_014157118.1  PREDICTED: Salmo salar lipocalin-like (LOC106578378), mRNA  
XM_014154655.1  PREDICTED: Salmo salar collagen, type XVII, alpha 1 (col17a1), 
mRNA 
COHA1 
NM_001139607.1  Salmo salar heat shock protein 8 (hspa8), mRNA  
XM_014141923.1  PREDICTED: Salmo salar elongation factor 1-alpha, oocyte form 
(LOC100136485), mRNA 
 
XM_014176433.1  PREDICTED: Salmo salar keratin, type I cytoskeletal 13-like 
(LOC106587783), mRNA 
K1C13 
XM_014201580.1  PREDICTED: Salmo salar apolipoprotein Eb-like (LOC106605689), 
mRNA 
 
XR_001321354.1 /  
XM_014144262.1  PREDICTED: Salmo salar collagen alpha-1(X) chain-like 
(LOC106571324), mRNA 
COAA1 
NM_001123544.1  Salmo salar hyperosmotic glycine rich protein (LOC100136385), 
mRNA 
 
XM_014198569.1  PREDICTED: Salmo salar neuroblast differentiation-associated 
protein AHNAK-like (LOC106604153), mRNA 
AHNK 
XM_014176502.1  PREDICTED: Salmo salar keratin, type I cytoskeletal 13-like 
(LOC106587847), mRNA 
K1C13 
                     se nadaljuje 
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NM_001123532.1  Salmo salar heat shock protein hsp90 beta (hsp90b), mRNA HS90B 
XM_014131515.1  PREDICTED: Salmo salar keratin, type I cytoskeletal 13-like 
(LOC106564959), mRNA 
K1C13 
XM_014185382.1  PREDICTED: Salmo salar ictacalcin-like (LOC106594007), 
transcript variant X1, mRNA 
 
XM_014131516.1  PREDICTED: Salmo salar keratin, type I cytoskeletal 13-like 
(LOC106564960), transcript variant X1, mRNA 
K1C13 
XM_014169117.1  PREDICTED: Salmo salar gelsolin-like (LOC106584171), transcript 
variant X1, mRNA 
GELS 
XM_014140963.1  PREDICTED: Salmo salar elongation factor 2-like (LOC106569524), 
mRNA 
EF2 
XM_014140215.1  PREDICTED: Salmo salar desmoplakin-like (LOC106569165), 
transcript variant X1, mRNA 
DESP 
NM_001123629.1  Salmo salar elongation factor 1 alpha (LOC100136525), mRNA  
XM_014123264.1  PREDICTED: Salmo salar desmoglein-2-like (LOC106560387), 
transcript variant X1, mRNA 
DSG2 
XM_014155590.1  PREDICTED: Salmo salar apolipoprotein Eb-like (LOC106577506), 
mRNA 
  
XM_014213290.1  PREDICTED: Salmo salar neuroblast differentiation-associated 
protein AHNAK-like (LOC106612274), mRNA 
AHNK 
XM_014209803.1  PREDICTED: Salmo salar semaphorin-4F-like (LOC106610434), 
mRNA 
SEM4F 
XM_014188776.1 /  
XM_014199897.1  PREDICTED: Salmo salar H-2 class II histocompatibility antigen 
gamma chain-like (LOC106604844), transcript variant X1, mRNA 
HG2A 
XM_014176441.1  PREDICTED: Salmo salar keratin, type I cytoskeletal 13-like 
(LOC106587793), mRNA 
K1C13 
XM_014123215.1  PREDICTED: Salmo salar desmoplakin-like (LOC106560365), 
transcript variant X1, mRNA 
DESP 
XM_014162657.1  PREDICTED: Salmo salar periostin-like (LOC106581008), transcript 
variant X1, mRNA 
POSTN 
XM_014214480.1  PREDICTED: Salmo salar periostin-like (LOC106612876), transcript 
variant X1, mRNA 
POSTN 
XM_014213254.1  PREDICTED: Salmo salar SPARC-like (LOC106612255), mRNA SPRC 
XM_014173892.1  PREDICTED: Salmo salar fruit protein pKIWI501-like 
(LOC106586507), mRNA 
C99L2 
XM_014131519.1  PREDICTED: Salmo salar keratin, type I cytoskeletal 13-like 
(LOC106564962), mRNA 
K1C13 
XR_001318747.1 /   
XM_014204996.1  PREDICTED: Salmo salar collagen alpha-1(X) chain-like 
(LOC106607727), mRNA 
COAA1 
XM_014177344.1  PREDICTED: Salmo salar class I histocompatibility antigen, F10 
alpha chain-like (LOC106588401), mRNA 
 
NM_001165332.1  Salmo salar vaccinia related kinase 3 (vrk3), mRNA VRK3 
XM_014176990.1  PREDICTED: Salmo salar sperm acrosome membrane-associated 
protein 4-like (LOC106588217), mRNA 
SACA4 
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100 transkriptov z največjo razliko v relativni izraženosti med soško in potočno postrvjo. 
 




XR_001328906.1 /   437,79 
XM_014147610.1  PREDICTED: Salmo salar pleckstrin homology domain-
containing family A member 6-like (LOC106573014), 
mRNA 
  433,69 
XM_014167198.1  PREDICTED: Salmo salar heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein A1 (hnrnpa1), mRNA 
ROA1 316,66 
XM_014142551.1 /   283,97 
XM_014123307.1  PREDICTED: Salmo salar pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide type I receptor-like 
(LOC106560417), mRNA 
PACR 270,18 
XR_001322257.1    246,69 
XR_001326720.1    238,79 
XR_001323502.1    227,03 
XR_001324509.1  PREDICTED: Salmo salar uncharacterized 
LOC106587838 (LOC106587838), ncRNA 
  221,08 
XM_014215678.1  PREDICTED: Salmo salar GTPase IMAP family member 
4-like (LOC106613446), transcript variant X1, mRNA 
GIMA4 205,69 
XM_014188858.1 /   205,04 
XM_014176304.1  PREDICTED: Salmo salar uncharacterized 
LOC106587709 (LOC106587709), partial mRNA 
  200,19 
XM_014186015.1 /   183,95 
XM_014158647.1  PREDICTED: Salmo salar MAGUK p55 subfamily 
member 3-like (LOC106579097), transcript variant X1, 
mRNA 
MPP3 141,91 
XR_001318647.1 /   138,01 
XR_001325260.1  PREDICTED: Salmo salar uncharacterized 
LOC106591266 (LOC106591266), ncRNA 
  130,43 
XM_014186896.1  PREDICTED: Salmo salar GTPase IMAP family member 
4-like (LOC106595525), partial mRNA 
GIMA4 124,99 
XM_014216093.1  PREDICTED: Salmo salar phosphatidylinositol 3-kinase 
regulatory subunit gamma-like (LOC106613635), mRNA 
P85A 121,89 
XM_014124464.1  PREDICTED: Salmo salar Mov10 RISC complex RNA 
helicase like 1 (mov10l1), transcript variant X1, mRNA 
M10L1 112,81 
XM_014132388.1  PREDICTED: Salmo salar myosin heavy chain, fast 
skeletal muscle-like (LOC106565368), mRNA 
  107,58 
XM_014185696.1  PREDICTED: Salmo salar uncharacterized 
LOC106594338 (LOC106594338), transcript variant X1, 
mRNA 
  103,64 
XM_014173425.1  PREDICTED: Salmo salar parathyroid hormone 2 
receptor-like (LOC106586291), mRNA 
PTH2R 103,39 
XR_001326520.1  PREDICTED: Salmo salar uncharacterized 
LOC106595957 (LOC106595957), misc_RNA 
ZP2 101,68 
XR_001327654.1  PREDICTED: Salmo salar uncharacterized 
LOC106600012 (LOC106600012), transcript variant X1, 
ncRNA 
  100,55 
XM_014205953.1  PREDICTED: Salmo salar gap junction delta-2 protein-
like (LOC106608171), mRNA 
CXD2 100,51 
                            se nadaljuje 
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XM_014190851.1  PREDICTED: Salmo salar chloride channel protein 2-like 
(LOC106599558), mRNA 
CLCN2 100,36 
XM_014198602.1  PREDICTED: Salmo salar cationic amino acid transporter 
2-like (LOC106604180), transcript variant X1, mRNA 
CTR2 99,12 
XR_001328209.1 /   95,63 
XM_014142841.1 /   93,22 
XM_014149368.1  PREDICTED: Salmo salar chromosome ssa16 open 
reading frame, human C19orf45 (cssa16h19orf45), 
transcript variant X1, mRNA 
  91,4 
XM_014190098.1  PREDICTED: Salmo salar calsyntenin-2-like 
(LOC106599045), transcript variant X1, mRNA 
CSTN2 90,19 
NM_001140859.2  Salmo salar Ecto-ADP-ribosyltransferase 4 (nar4), mRNA NAR4 87,39 
XM_014186199.1  PREDICTED: Salmo salar solute carrier organic anion 
transporter family member 1C1-like (LOC106594814), 
mRNA 
SO1C1 86,38 
XM_014136246.1  PREDICTED: Salmo salar glucose-induced degradation 
protein 8 homolog (LOC106567219), transcript variant 
X1, mRNA 
GID8 81,73 
XM_014163718.1  PREDICTED: Salmo salar F-box protein 40 (fbxo40), 
transcript variant X1, mRNA 
FBX40 81,69 
XM_014155408.1  PREDICTED: Salmo salar formin-2-like 
(LOC106577437), mRNA 
FMN2 81,43 
XR_001326680.1 /   80,55 
XM_014200492.1  PREDICTED: Salmo salar myomesin-3-like 
(LOC106605141), mRNA 
  79,84 
XM_014160998.1  PREDICTED: Salmo salar HERV-H LTR-associating 1 
(hhla1), transcript variant X1, mRNA 
HHLA1 77,83 
XM_014138419.1  PREDICTED: Salmo salar ankyrin repeat and LEM 
domain-containing protein 2-like (LOC106568248), 
mRNA 
ANKL2 76,72 
XM_014168507.1  PREDICTED: Salmo salar exportin-6-like 
(LOC106583883), mRNA 
XPO6 76,16 
XM_014135835.1  PREDICTED: Salmo salar dihydropyridine-sensitive L-
type skeletal muscle calcium channel subunit alpha-1-like 
(LOC106567031), transcript variant X1, mRNA 
  75,40 
XR_001318609.1 /   73,3 
XR_001327406.1 /   71,74 
XM_014208304.1  PREDICTED: Salmo salar amidohydrolase domain 
containing 1 (amdhd1), mRNA 
HUTI 71,67 
XM_014176586.1  PREDICTED: Salmo salar immunoglobulin superfamily 
containing leucine-rich repeat protein 2-like 
(LOC106587927), mRNA 
ISLR2 71,22 
XM_014146039.1  PREDICTED: Salmo salar WAP four-disulfide core 
domain protein 2-like (LOC106572147), mRNA 
  68,1 
XM_014124661.1  PREDICTED: Salmo salar DENN/MADD domain 
containing 5A (dennd5a), transcript variant X1, mRNA 
DEN5B 66,56 
XR_001330121.1 /   63,84 
XM_014146040.1  PREDICTED: Salmo salar perlwapin-like 
(LOC106572148), mRNA 
  61,83 
XM_014189481.1  PREDICTED: Salmo salar zona pellucida sperm-binding 
protein 2-like (LOC106598441), partial mRNA 
ZP2 61,61 
                     se nadaljuje 
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XM_014168207.1  PREDICTED: Salmo salar glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase [NAD(+)], cytoplasmic-like 
(LOC106583703), transcript variant X1, mRNA 
GPDA 60,77 
NM_001141474.1  Salmo salar Perlwapin (pwap), mRNA   60,24 
XM_014191612.1  PREDICTED: Salmo salar methyltransferase-like protein 
25 (LOC106600310), transcript variant X1, mRNA 
MET25 59,45 
XM_014139473.1  PREDICTED: Salmo salar autoimmune regulator (aire), 
transcript variant X1, mRNA 
AIRE 59,22 
XM_014205412.1  PREDICTED: Salmo salar cGMP-dependent protein 
kinase 1-like (LOC106607930), mRNA 
KGP2 58,79 
XR_001322800.1 /   58,29 
XM_014173424.1  PREDICTED: Salmo salar potassium voltage-gated 
channel subfamily C member 2-like (LOC106586287), 
partial mRNA 
KCNC2 56,4 
XM_014191903.1  PREDICTED: Salmo salar polyhomeotic homolog 3 
(Drosophila) (phc3), transcript variant X1, mRNA 
PHC3 55,72 
XR_001321655.1 /   55,66 
XM_014138508.1  PREDICTED: Salmo salar rabphilin-3A-like 
(LOC106568299), mRNA 
RP3A 54,42 
XM_014146041.1  PREDICTED: Salmo salar WAP four-disulfide core 
domain protein 18-like (LOC106572149), mRNA 
WFDC2 53,93 
XM_014129326.1  PREDICTED: Salmo salar cationic amino acid transporter 
2-like (LOC106563607), transcript variant X1, mRNA 
CTR2 52,49 
XM_014189578.1  PREDICTED: Salmo salar zona pellucida sperm-binding 
protein 4-like (LOC106598538), partial mRNA 
ZP2 51,47 
XM_014204514.1 /   51,22 
XR_001328768.1 /   50,05 
XR_001330446.1  PREDICTED: Salmo salar uncharacterized 
LOC106613127 (LOC106613127), ncRNA 
  48,6 
XM_014123745.1  PREDICTED: Salmo salar allantoinase, mitochondrial-like 
(LOC106560661), mRNA 
  48,56 
XM_014131709.1  PREDICTED: Salmo salar 1,25-dihydroxyvitamin D(3) 
24-hydroxylase, mitochondrial-like (LOC106565076), 
mRNA 
CP24A 48,18 
XR_001319244.1 /   48,1 
XM_014189628.1 /   46,56 
XM_014204641.1  PREDICTED: Salmo salar zona pellucida sperm-binding 
protein 4-like (LOC106607570), mRNA 
ZP2 46,14 
XM_014183743.1  PREDICTED: Salmo salar GTPase IMAP family member 
7-like (LOC106592401), partial mRNA 
GIMA7 45,82 
XM_014129971.1  PREDICTED: Salmo salar zinc finger protein GLIS3-like 
(LOC106564006), transcript variant X1, mRNA 
GLIS3 43,82 
XM_014163411.1 /   43,33 
XM_014125534.1  PREDICTED: Salmo salar homeobox protein DBX1-B-
like (LOC106561495), mRNA 
  43,03 
XR_001327935.1 /   42,69 
XM_014178546.1  PREDICTED: Salmo salar zinc transporter ZIP4-like 
(LOC106588961), mRNA 
S39A4 42,51 
XR_001320475.1 /   42,37 
XR_001326333.1 /   41,83 
XR_001324616.1 /   41,38 
XR_001325688.1 /   40,85 
                      se nadaljuje 
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XM_014200192.1  PREDICTED: Salmo salar M-protein, striated muscle-like 
(LOC106605001), mRNA 
  40,78 
XM_014190493.1  PREDICTED: Salmo salar zona pellucida sperm-binding 
protein 4-like (LOC106599323), partial mRNA 
ZP4 40,65 
XM_014191555.1  PREDICTED: Salmo salar uncharacterized 
LOC106600238 (LOC106600238), partial mRNA 
ROBO2 39,97 
XR_001326139.1 /   38,95 
XM_014125050.1  PREDICTED: Salmo salar uncharacterized 
LOC106561275 (LOC106561275), mRNA 
  38,9 
XM_014187962.1  PREDICTED: Salmo salar collectin-10-like 
(LOC106596689), transcript variant X1, mRNA 
COL10 38,64 
XM_014205400.1  PREDICTED: Salmo salar fibroblast growth factor-
binding protein 2-like (LOC106607923), mRNA 
FGFP2 38,59 
XM_014187921.1  PREDICTED: Salmo salar collectin-10-like 
(LOC106596649), transcript variant X1, mRNA 
COL10 38,56 
XM_014187183.1  PREDICTED: Salmo salar stonustoxin subunit beta-like 
(LOC106595837), mRNA 
  38,17 
XR_001328959.1  PREDICTED: Salmo salar uncharacterized 
LOC106605903 (LOC106605903), ncRNA 
PO210 37,7 
XR_001326698.1  PREDICTED: Salmo salar uncharacterized 
LOC106596535 (LOC106596535), transcript variant X1, 
ncRNA 
DFNA5 37,67 
NM_001173862.1  Salmo salar Solute carrier family 35 member F4 (s35f4), 
mRNA 
S35F4 37,66 
XM_014139950.1  PREDICTED: Salmo salar otolin-1 (LOC106569022), 
mRNA 
OTOL1 37,65 
XM_014206438.1 /   37,59 
XM_014166253.1  PREDICTED: Salmo salar glutamate receptor U1-like 
(LOC106582807), transcript variant X1, mRNA 
  37,33 
XM_014194922.1  PREDICTED: Salmo salar FRAS1-related extracellular 
matrix protein 2-like (LOC106602345), partial mRNA 
FREM2 36,51 
XM_014152733.1 PREDICTED: Salmo salar solute carrier organic anion 
transporter family member 1C1-like (LOC106575962), 
mRNA 
SO1C1 36,36 
XM_014205952.1  PREDICTED: Salmo salar actin, alpha cardiac muscle 1-
like (LOC106608170), mRNA 
ACTC 35,151 
 
   
Djurdjevič I. Transkriptomska analiza in celično ozadje … vzorca pri soški postrvi (Salmo marmoratus, Cuvier 1817). 




100 transkriptov z največjo razliko v relativni izraženosti med potočno in soško postrvjo. 
 
Transkript  Anotacija (gen – angleško ime) Kratica  Relativno 
izražanje 
XR_001318747.1 /   15591,21 
XM_014209865.1  PREDICTED: Salmo salar up-regulator of cell 
proliferation-like (LOC106610488), mRNA 
  5220,76 
XM_014149618.1  PREDICTED: Salmo salar histone H1, orphon-like 
(LOC106574076), mRNA 
KRA49 1639,99 
XM_014184266.1 /   1604,34 
XM_014183069.1 /   1585,70 
XM_014153852.1  PREDICTED: Salmo salar fish-egg lectin-like 
(LOC106576607), mRNA 
  1574,55 
XM_014153850.1  PREDICTED: Salmo salar fish-egg lectin-like 
(LOC106576606), mRNA 
  1276,44 
XM_014184132.1 /   1269,68 
XM_014152427.1  PREDICTED: Salmo salar coagulation factor VII-like 
(LOC106575751), partial mRNA 
FA7 707,77 
XM_014176158.1  PREDICTED: Salmo salar aggrecan core protein-like 
(LOC106587597), mRNA 
PGCA 686,26 
XM_014156826.1  PREDICTED: Salmo salar protein phosphatase 
methylesterase 1-like (LOC106578192), mRNA 
PPME1 632,67 
XM_014127456.1  PREDICTED: Salmo salar aggrecan core protein-like 
(LOC106562525), partial mRNA 
PGCA 509,89 
XM_014135351.1  PREDICTED: Salmo salar succinate dehydrogenase 
[ubiquinone] iron-sulfur subunit, mitochondrial-like 
(LOC106566856), mRNA 
SDHB 496,94 
XM_014182108.1  PREDICTED: Salmo salar fish-egg lectin-like 
(LOC106590936), mRNA 
  468,49 
XM_014127310.1  PREDICTED: Salmo salar aggrecan core protein 
(LOC100380783), mRNA 
PGCA 466,31 
XM_014129439.1  PREDICTED: Salmo salar ependymin-like 
(LOC106563665), mRNA 
  451,16 
XM_014208593.1  PREDICTED: Salmo salar uncharacterized LOC106609620 
(LOC106609620), mRNA 
SLAF9 363,07 
XM_014190503.1  PREDICTED: Salmo salar fish-egg lectin-like 
(LOC106599329), mRNA 
  340,95 
XM_014205465.1  PREDICTED: Salmo salar spermatogenesis-associated 
protein 7-like (LOC106607950), transcript variant X1, 
mRNA 
SPAT7 336,39 
XM_014212430.1  PREDICTED: Salmo salar protocadherin gamma-C3-like 
(LOC106611830), mRNA 
PCDC2 300,23 
XR_001324659.1 /   297,88 
XR_001324660.1 /   263,95 
XM_014141362.1  PREDICTED: Salmo salar tektin 2 (testicular) (tekt2), 
transcript variant X1, mRNA 
TEKT2 263,26 
XM_014187544.1  PREDICTED: Salmo salar endonuclease domain-
containing 1 protein-like (LOC106596234), mRNA 
ENDD1 246,15 
XM_014176173.1  PREDICTED: Salmo salar brevican core protein-like 
(LOC106587613), partial mRNA 
PGCA 219,07 
                    se nadaljuje 
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XM_014129864.1  PREDICTED: Salmo salar protocadherin Fat 3-like 
(LOC106563919), partial mRNA 
FAT3 216,32 
XM_014204681.1  PREDICTED: Salmo salar potassium channel, two pore 
domain subfamily K, member 3 (kcnk3), mRNA 
KCNK3 208,10 
NM_001140986.1  Salmo salar Mannose-specific lectin (asal), mRNA   192,28 
XM_014209598.1  PREDICTED: Salmo salar hydroperoxide isomerase 
ALOXE3-like (LOC106610314), mRNA 
LOXE3 186,55 
XM_014143850.1  PREDICTED: Salmo salar complement C1q-like protein 2 
(LOC106571137), mRNA 
C1QL2 183,44 
XM_014215093.1  PREDICTED: Salmo salar calsyntenin-2-like 
(LOC106613134), mRNA 
CSTN2 170,32 
XM_014189296.1  PREDICTED: Salmo salar fish-egg lectin-like 
(LOC106598243), mRNA 
  159,68 
XM_014158126.1  PREDICTED: Salmo salar snaclec 1-like 
(LOC106578890), mRNA 
CLC4M 154,81 
XM_014123350.1  PREDICTED: Salmo salar fibronectin type III domain 
containing 7 (fndc7), mRNA 
FNDC7 148,43 
XM_014143884.1  PREDICTED: Salmo salar complement C1q-like protein 2 
(LOC106571149), partial mRNA 
C1QL2 146,73 
XM_014143400.1  PREDICTED: Salmo salar D-beta-hydroxybutyrate 
dehydrogenase, mitochondrial-like (LOC106570820), 
partial mRNA 
BDH 145,96 
XM_014141283.1  PREDICTED: Salmo salar solute carrier family 1 
(glutamate transporter), member 7 (slc1a7), partial mRNA 
EAA5 144,33 
XM_014163567.1  PREDICTED: Salmo salar P2Y purinoceptor 13-like 
(LOC106581492), mRNA 
P2Y13 138,00 
XM_014170041.1  PREDICTED: Salmo salar ATP-binding cassette sub-
family C member 8-like (LOC106584588), transcript 
variant X1, mRNA 
ABCC8 136,99 
NM_001204894.1  Salmo salar SCARB1-like protein 2 (LOC100534606), 
mRNA 
SCRB1 134,98 
XM_014132251.1 /   134,03 
XM_014194850.1  PREDICTED: Salmo salar tetratricopeptide repeat protein 
39B-like (LOC106602306), transcript variant X1, mRNA 
TT39B 131,59 
XM_014199820.1  PREDICTED: Salmo salar protein bicaudal C homolog 1-
A-like (LOC106604787), transcript variant X1, mRNA 
BICC1 127,37 
XM_014145307.1  PREDICTED: Salmo salar OTU domain-containing protein 
5-A-like (LOC106571839), transcript variant X1, mRNA 
  126,03 
XM_014141364.1  PREDICTED: Salmo salar tektin 2 (testicular) (tekt2), 
transcript variant X3, mRNA 
TEKT2 123,14 
XM_014125955.1  PREDICTED: Salmo salar lipoma HMGIC fusion partner-
like 3 protein (LOC106561734), transcript variant X1, 
mRNA 
LHPL3 118,51 
XR_001319832.1 /   115,60 
XM_014176556.1  PREDICTED: Salmo salar involucrin-like 
(LOC106587898), mRNA 
  114,47 
XM_014194222.1  PREDICTED: Salmo salar parvalbumin, thymic CPV3-like 
(LOC106601824), mRNA 
  114,15 
XM_014156517.1  PREDICTED: Salmo salar FH1/FH2 domain-containing 
protein 1-like (LOC106578003), mRNA 
FHOD1 112,23 
NM_001140812.1  Salmo salar Fish-egg lectin (fel), mRNA   104,28 
XM_014187719.1  PREDICTED: Salmo salar endonuclease domain-
containing 1 protein-like (LOC106596433), mRNA 
ENDD1 102,77 
                     se nadaljuje 
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XM_014137863.1  PREDICTED: Salmo salar diacylglycerol O-acyltransferase 
2-like (LOC106567948), mRNA 
DGAT2 101,97 
XM_014135840.1  PREDICTED: Salmo salar complement C1q-like protein 4 
(LOC106567034), transcript variant X1, mRNA 
C1QL4 99,73 
XM_014129902.1  PREDICTED: Salmo salar aldolase C, fructose-
bisphosphate (aldoc), mRNA 
  98,82 
XM_014209575.1  PREDICTED: Salmo salar tetratricopeptide repeat protein 
39B-like (LOC106610300), transcript variant X1, mRNA 
TT39B 98,33 
XM_014192725.1  PREDICTED: Salmo salar heme-binding protein 2-like 
(LOC106600932), mRNA 
HEBP2 97,11 
XM_014201005.1  PREDICTED: Salmo salar uncharacterized LOC106605403 
(LOC106605403), mRNA 
MMP2 95,42 
XR_001321185.1  PREDICTED: Salmo salar uncharacterized LOC106572770 
(LOC106572770), ncRNA 
TNR14 91,79 
XM_014155145.1  PREDICTED: Salmo salar catechol O-methyltransferase 
domain-containing protein 1-like (LOC106577229), mRNA 
CMTD1 90,79 
XM_014182058.1  PREDICTED: Salmo salar protocadherin alpha-C2-like 
(LOC106590882), transcript variant X1, mRNA 
PCDC2 90,52 
XM_014195783.1  PREDICTED: Salmo salar solute carrier family 13 member 
2-like (LOC106602849), mRNA 
S13A2 90,05 
XM_014209660.1  PREDICTED: Salmo salar tetratricopeptide repeat protein 
39B-like (LOC106610345), transcript variant X1, mRNA 
TT39B 88,04 
XM_014196511.1  PREDICTED: Salmo salar seipin-like (LOC106603188), 
transcript variant X1, mRNA 
BSCL2 78,69 
XM_014133861.1  PREDICTED: Salmo salar cytochrome b ascorbate-
dependent protein 3-like (LOC106566050), partial mRNA 
CYAC3 78,00 
XM_014139983.1  PREDICTED: Salmo salar alcohol dehydrogenase, iron 
containing, 1 (adhfe1), transcript variant X1, mRNA 
HOT 76,49 
XM_014177900.1  PREDICTED: Salmo salar leucine-rich repeat-containing 
protein 3B-like (LOC106588675), transcript variant X1, 
mRNA 
LRC3B 76,27 
NM_001159373.1  Salmo salar leukolectin protein (ll), mRNA   75,61 
XM_014183806.1  PREDICTED: Salmo salar pyruvate carboxylase, 
mitochondrial-like (LOC106592454), mRNA 
PYC 74,49 
XM_014147535.1  PREDICTED: Salmo salar PDZ domain-containing protein 
4-like (LOC106572942), mRNA 
PDZD4 73,36 
XR_001319241.1 /   71,95 
XM_014196679.1  PREDICTED: Salmo salar fish-egg lectin-like 
(LOC106603265), mRNA 
  71,68 
XM_014158988.1  PREDICTED: Salmo salar ATP-sensitive inward rectifier 
potassium channel 12-like (LOC106579252), mRNA 
KCJ12 71,62 
XM_014186237.1  PREDICTED: Salmo salar fibronectin-like 
(LOC106594853), partial mRNA 
FNDC7 69,80 
XM_014187828.1  PREDICTED: Salmo salar patatin-like phospholipase 
domain-containing protein 2 (LOC106596546), mRNA 
PLPL2 69,75 
XM_014215138.1  PREDICTED: Salmo salar protein NLRC3-like 
(LOC106613151), mRNA 
NLRC3 69,20 
XM_014127148.1  PREDICTED: Salmo salar calcitonin-1 (LOC106562334), 
transcript variant X1, mRNA 
  68,41 
XM_014185949.1  PREDICTED: Salmo salar perforin-1-like 
(LOC106594578), mRNA 
PRF1 67,99 
XM_014199226.1  PREDICTED: Salmo salar relaxin receptor 1-like 
(LOC106604530), mRNA 
RXFP1 66,99 
                     se nadaljuje 
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XM_014173051.1  PREDICTED: Salmo salar rac GTPase-activating protein 1-
like (LOC106586148), transcript variant X1, mRNA 
RGAP1 66,83 
XM_014194844.1  PREDICTED: Salmo salar tetratricopeptide repeat protein 
39B-like (LOC106602300), transcript variant X1, mRNA 
TT39B 65,56 
NM_001141004.1  Salmo salar Guanine nucleotide-binding protein GI/GS/GO 
subunit gamma-T2 (gbgt2), mRNA 
GBGT2 64,31 
XM_014211418.1  PREDICTED: Salmo salar otoferlin-like (LOC106611328), 
transcript variant X1, mRNA 
OTOF 64,00 
XM_014183359.1  PREDICTED: Salmo salar cartilage acidic protein 1-like 
(LOC106592054), mRNA 
CRAC1 63,56 
XM_014162432.1  PREDICTED: Salmo salar complement C1q-like protein 4 
(LOC106580900), transcript variant X1, mRNA 
  62,63 
NM_001165272.1  Salmo salar Beta-2-glycoprotein 1 (apoh), mRNA APOH 62,56 
XM_014145744.1  PREDICTED: Salmo salar plasma membrane calcium-
transporting ATPase 3-like (LOC106572032), transcript 
variant X1, mRNA 
AT2B3 61,33 
XM_014170518.1  PREDICTED: Salmo salar cytoskeleton-associated protein 
2-like (LOC106584893), transcript variant X1, mRNA 
CKP2L 60,96 
XM_014147229.1  PREDICTED: Salmo salar lipoma HMGIC fusion partner-
like 4 protein (LOC106572763), transcript variant X1, 
mRNA 
LHPL4 60,29 
XM_014203003.1  PREDICTED: Salmo salar parvalbumin, thymic CPV3-like 
(LOC106606664), mRNA 
  60,26 
NM_001140514.1  Salmo salar Abhydrolase domain-containing protein 12 
(abd12), mRNA 
ABD12 59,44 
XM_014188215.1  PREDICTED: Salmo salar cytolysin Src-1-like 
(LOC106596976), transcript variant X1, mRNA 
  58,93 
XR_001323291.1 /   58,17 
XM_014183938.1  PREDICTED: Salmo salar perforin-1-like 
(LOC106592600), partial mRNA 
PRF1 57,71 
XM_014153849.1  PREDICTED: Salmo salar fish-egg lectin-like 
(LOC106576605), mRNA 
  57,17 
XM_014203024.1  PREDICTED: Salmo salar sterile alpha motif domain-
containing protein 9-like (LOC106606682), mRNA 
SAM9L 56,97 
XM_014148186.1  PREDICTED: Salmo salar synaptotagmin-9-like 
(LOC106573278), mRNA 
SYT9 55,77 
XM_014145754.1  PREDICTED: Salmo salar deleted in malignant brain 
tumors 1 protein-like (LOC106572034), transcript variant 
X1, mRNA 
DMBT1 54,01 
XM_014152408.1  PREDICTED: Salmo salar coagulation factor X-like 
(LOC106575738), mRNA 
FA10 53,71 
XM_014190137.1  PREDICTED: Salmo salar uncharacterized LOC106599076 
(LOC106599076), mRNA 
  53,55 
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Razvrstitev transkriptov po metodi KEGG (zelena = SP > PP; oranžna = PP > SP). 
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Kandidatni geni s točkovnimi mutacijami s spremenjenim pomenom. 
 
Transkript  Anotacija (gen – angleško ime) Kratica  Št. modif. 
AK 
XM_014158429.1 PREDICTED: Salmo salar transcription factor 7-like 2 
(LOC106579026), transcript variant X1, mRNA 
TF7L2 1 
NM_001173779.1 Salmo salar cAMP-responsive element-binding protein 3-
like protein 2 (cr3l2), mRNA 
CR3L2 1 
XM_014192903.1 PREDICTED: Salmo salar frizzled-2-like 
(LOC106601035), mRNA 
FZD2 1 
XM_014193291.1 PREDICTED: Salmo salar histone acetyltransferase p300-
like (LOC106601244), transcript variant X1, mRNA 
EP300 2 
XM_014159636.1 PREDICTED: Salmo salar melanoma receptor tyrosine-
protein kinase-like (LOC106579586), transcript variant 
X1, Mrna 
 2 
XM_014193968.1 PREDICTED: Salmo salar son of sevenless homolog 2 
(Drosophila) (sos2), mRNA 
SOS2 1 
XM_014168993.1 PREDICTED: Salmo salar platelet-derived growth factor 
receptor, alpha polypeptide (pdgfra), Mrna 
PGFRA 2 
XM_014167247.1 melanocyte protein PMEL PMEL 1 
XM_014202496.1 PREDICTED: Salmo salar lymphocyte-specific helicase-
like (LOC106606339), transcript variant X1, mRNA 
HELLS  
XM_014205838.1 PREDICTED: Salmo salar serine/threonine-protein kinase 
MRCK alpha-like (LOC106608118), transcript variant X1, 
mRNA 
MRCKA 2 
XM_014143846.1 PREDICTED: Salmo salar serine/threonine-protein kinase 
PAK 6-like (LOC106571135), transcript variant X1, Mrna 
PAK6 1 
XM_014196943.1 PREDICTED: Salmo salar rho GTPase-activating protein 
35-like (LOC106603369), transcript variant X1, Mrna 
RHG35 4 
XM_014152866.1 PREDICTED: Salmo salar laminin subunit beta-1 
(LOC100286412), mRNA 
LAMB1 2 
XM_014174188.1 PREDICTED: Salmo salar collagen alpha-2(IV) chain-like 
(LOC106586671), transcript variant X1, Mrna  
CO4A2 1 
XM_014211185.1 PREDICTED: Salmo salar rho GTPase-activating protein 
5-like (LOC106611209), transcript variant X1, mRNA 
RHG05 3 
XM_014158672.1 PREDICTED: Salmo salar 1-phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate phosphodiesterase delta-3-A-like 
(LOC106579107), Mrna 
 1 
NM_001123635.1 Salmo salar peroxisomal proliferator-activated receptor 
beta1A (LOC100136532), mRNA 
PPARD 1 
XM_014132609.1 PREDICTED: Salmo salar hamartin-like 
(LOC106565454), transcript variant X1, Mrna 
TSC1 1 
XM_014158265.1 PREDICTED: Salmo salar phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate 3-phosphatase and dual-specificity protein 
phosphatase PTEN (LOC106578954), transcript variant 
X1, Mrna 
PTEN 1 
XM_014124978.1 PREDICTED: Salmo salar kielin/chordin-like protein 
(kcp), Mrna 
KCP 5 
XM_014164404.1 PREDICTED: Salmo salar tensin-1 (LOC100286503), 
transcript variant X1, Mrna 
TENS1 4 
XM_014125752.1 PREDICTED: Salmo salar prickle-like protein 1 
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PREDICTED: Salmo salar tyrosine--tRNA ligase, 
mitochondrial-like isoform X2  
 1 
XM_014159161.1 PREDICTED: Salmo salar sclerostin (sost), Mrna SOST 1 
XM_014168157.1 PREDICTED: Salmo salar nuclear factor of activated T-cells, 
cytoplasmic 2-like (LOC106583670), mRNA 
NFAC2 3 
XM_014158178.1 PREDICTED: Salmo salar calcium/calmodulin-dependent 
protein kinase type II subunit gamma (LOC100380658), 
transcript variant X1, mRNA 
KCC2B 2 
XM_014176191.1 PREDICTED: Salmo salar nuclear factor of activated T-cells, 
cytoplasmic 3-like (LOC106587624), transcript variant X1, 
Mrna 
NFAC3 1 
XM_014213911.1 PREDICTED: Salmo salar alpha-actinin-4 (LOC106612603), 
transcript variant X1, mRNA 
ACTN4 1 
XM_014150191.1 PREDICTED: Salmo salar junctional adhesion molecule B-
like (LOC106574333), Mrna 
Exon2 
JAM2 1 
XM_014128196.1 PREDICTED: Salmo salar microtubule-associated 
serine/threonine-protein kinase 1-like (LOC106563017), 
transcript variant X1, mRNA 
MAST4 6 
XM_014205791.1 PREDICTED: Salmo salar actin-related protein 10-like 
(LOC106608088), transcript variant X1, Mrna 
ARP10 1 




XM_014211292.1 PREDICTED: Salmo salar MAGUK p55 subfamily member 
5-A-like (LOC106611266), transcript variant X1, Mrna 
 1 
XM_014128829.1 PREDICTED: Salmo salar tight junction protein ZO-2-like 
(LOC106563322), transcript variant X1, Mrna 
ZO2 1 
XM_014216267.1 PREDICTED: Salmo salar tight junction protein ZO-3-like 
(LOC106613722), transcript variant X1, Mrna 
ZO3 1 
XM_014175447.1 PREDICTED: Salmo salar tight junction protein ZO-1-like 
(LOC106587244), transcript variant X1, mRNA 
ZO1 1 
XM_014126008.1 PREDICTED: Salmo salar tight junction protein ZO-1-like 
(LOC106561769), Mrna 
ZO1 1 
XM_014154086.1 PREDICTED: Salmo salar tight junction associated protein 1 
(peripheral) (tjap1), transcript variant X1, mRNA 
TJAP1 1 
XM_014124546.1 PREDICTED: Salmo salar calcium channel, voltage-
dependent, alpha 2/delta subunit 4 (cacna2d4), transcript 
variant X1, mRNA 
CA2D4 1 
XM_014158056.1 PREDICTED: Salmo salar myosin phosphatase Rho-
interacting protein-like (LOC106578848), transcript variant 
X1, mRNA 
MPRIP 1 
 
 
 
 
 
